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1. BEVEZETES

1.1. Altalanos Kklinikai hattér

A primer agydaganatok az Osszes daganatos megbetegedésnek ugyan csak 2 %-at
alkotjak, de mortalitasuk szempontjabol jelentdségiik kiemelkedd. Legnagyobb csoportjuk, a
gliomak az 6sszes intrakranialis tumor 30-40%-at teszi ki. Leggyakoribb tipusa az asztrocitoma,
melynek a WHO szerinti legmagasabb, 1V-es gradusu és egyben leggyakoribb képviseldje a
glioblastoma multiforme (GBM) [1-3]. A GBM incidencidja az Egyesiilt Allamokban
3/100.000/¢v, férfiakban mintegy masfélszer gyakoribb, mint ndkben. Tipikusan az aktiv
keresOképes kozépkortak betegsége, 40 és 65 év kozott fordul eld a leggyakrabban, a betegek
atlagéletkora 54 év. [4, 5]. A felnéttekben a gliomak nagyjabol fele (46%) GBM. A hosszu tava
tulélés nagyon ritka, és a legujabb terapias eszk6zok bevezetésével is csak 9.8%-os 5 éves
tulélés érhetd el, mig onkoterapia nélkiil a varhato atlagos talélés nem t6bb mint 3-6 honap [6].
Irodalmi adatok szerint a fiatalabb kor elény6sebb prognézist jelent, ill. a férfiak tulélési adatai

kedvezébbek a ndi betegekénél [7].

A GBM kezelésének elso Iépése az esetek tobbségében a miitéti reszekcid. A tumor egy
része elhelyezkedésétdl fliggd mértékben sebészileg eltdvolithatd, de az igen Kkiterjedt
peritumoralis infiltracié miatt a radikalis reszekcid szinte soha nem valdsithatd meg. Az
idegsebész lehetOségeit a daganat elhelyezkedése, kiterjedtsége jelentdsen befolyasolja, és a
tobblebenyi valmint kétoldali érintettség a megfigyelések szerint igen rossz prognozissal jar. A
jelenlegi irodalmi adatok szerint a rossz preoperativ Karnofsky Performance Score (KPS), a
dominans féltekei érintettség és a nagy tumorméret is csokkenti a talélési esélyeket [8].

Korabban a glioblasztoémas betegek kezelésére altalanosan elfogadott és alkalmazott
posztoperativ terapiaként évtizedeken keresztiil egyediil az egész agy besugarzas (whole brain
radiotherapy, WBRT) szolgalt, ami az atlagos tal¢lést a kezelés nélkiil varhato 3-6 honaprol 9-
12 honapra emelte [9-13]. A WBRT-t a kés6bbiekben felvaltotta a focal brain radiotherapy
(FBRT) amit kemoterapiaval (KT) - temozolomid (TMZ) - egészitettek ki, ami a talélési
paraméterek jelentds javulasat hozta. A 2005-ben késziilt Stupp-tanulmanyt kdvetden a 70 év
alatti, jo KPS ponttal rendelkezd betegek szamara a standard terdpia részévé valt a
sugarterapiaval (RT) egy idében adott adjuvans kemoterapia (75mg/m?/nap), amelyet tovabbi

kemoterapids kezelés kovet (havi ciklusban 150-200 mg/m?/nap dézisban altalidban 6-12
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honapon at, havonta 5 napig).[14] A jelenleg is standard protokollnak szamité konkurald kemo-
irradiacios kezelés ndvelte mind a progressziomentes talélést (PFS) (4,5 honaprol 6,9 honapra),
mind a teljes talélést (OS) (8,6 honaprol 14,6 honapra) [6, 14-19].

A konkurdlé kemo-irradiaci6é ellenére kialakuld tumorprogresszido esetén a kezelés
folytathaté bevacizumab monoterapiaval, mely a bioldgiai valaszmodositd kezelés eszkoze. A
bevacizumab monoklonalis humanizalt antitest, amelyet a vascular endothel growth factor-A
(VEGF-A) ellen termeltek. A GBM jelentdsen vaszkularizalt tumortipus, és fokozottan igényel
VEGF-et és egyéb proangiogenetikus faktorokat az érijdonképzédéshez [16]. Vilagszerte
szamos tanulmany vizsgalta a bevacizumab antitumor hatasat, melyekbdl az a kovetkeztetés
vonhaté le, hogy bar a bevacizumab nem befolyasolja szignifikansan az OS-t, ugyanakkor a
PFS id6tartamat meghosszabbitja [16, 17, 20-23]. A gyakorlatilag mindig bekovetkezd
tumorprogresszid utan a masodvonalbeli terdpia indikacidjanak klinikai allapothoz kotott
feltételei azonban az esetek nagy részében nem engednek meg tovabbi kemoterapiat. Tovabba,
a bevacizumab monoterapia alatt bekovetkezd progresszid esetén a tovabbi kezelések
megvalasztasa altalanosan elfogadott protokol hijan erésen intézetfliggdnek és experimentalis
jelleglinek mondhat6. Nem véletlen, hogy napjainkban egyre tobb kutatds irdnyul mind a
jelenlegi onkoterapia ineffektivitasa okanak felderitésére, mind pedig tovabbi kemotera-
peutikumok bevezetésére. A hazai betegallomany terapiafiiggd talélési paramétereirdl kevés
adat all rendelkezésre, ezért ahhoz, hogy klinikai konzekvencidkat eredményezd kutatast

végezhesslink, a sajat betegadataink feldolgozéasa adja meg a kiindulasi €és viszonyitasi alapot.

1.2. A temozolomid szerepe a glioblasztoma kezelésében

A glioblasztomas betegek jelenlegi standard terapidjanak gerincét képezd
kemoterapeutikum, a TMZ alkalmazasa mellett elobb-utobb mindig bekdvetkezé tumor-
progresszid okainak megértése fontos 1épés a kezelés effektivitdsanak javitdsara irdnyulod
torekvésekhez.

A TMZ egy olyan oralis alkilalo agens, melyet a vér-agy gaton torténd permeabilitasi
tulajdonsagai alkalmassa tesznek a high grade gliomak kezelésére. A TMZ fiziologias pH
értéken spontan hidrolizal (3-metil-triazén-imidazole-4-carboxamidda, MTIC). A MTIC
tovabb hidrolizal 5-amino-imidazol-4-carboxamidda (AIC), amely a tulajdonképpeni aktiv

alkilalo agenssé, metilhidrazinna alakul. Ez az erésen reaktiv kation a DNS-ben az O6



dc_1200_16

pozicidoban 1évé guaninokat metilalja és igy bazispar mismatch-et okoz. A sikertelen mismatch
javitasok vezetnek a DNS leany szalanak toréséhez, ami a sejt apoptozisat okozza [24].

A TMZ dozirozasanal a szovodmények eléfordulasi valdsziniisége (mieloszupressziv
hatds) az elsddleges korlatozod szempont. Az intratumoralis lokalis koncentracid emelése
anélkiil fokozna az antiproliferativ hatast, hogy a mellékhatdsok eléfordulasi gyakorisaga
novekedne. A glioblasztomas betegek kezelése soran alkalmazott Stupp-protokollban az
irradidcio fizikai hatdsédnak tulajdonitott dtmeneti vér-agy-gat permeabilitas fokozodastol a
Mmagasabb intratumoralis gyogyszerkoncentracio elérése varhato. A kérdés az, hogy a TMZ
oralis bevitele és az irradiacio kivitelezése idoben hogyan viszonyuljon egymashoz a maximalis
hatékonysag elérése érdekében? Ehhez elsd lépésben egy megbizhatdé gyodgyszeranalitikai
metodus kidolgozéasara van sziikség, mely az igen alacsony koncentraciéja TMZ-t olyan, erésen
komplex bioldgiai mintabol, mint a human szérum nagy biztonsaggal detektalni képes.

A TMZ koncentraci6 meghatirozasa tobb nehézségbe ({itkozik, szérumbeli
koncentracidja igen gyorsan valtozik, melynek idébeni lefolydsat tobb paraméter is erdsen
befolyasolja. A TMZ lebontésa elsdsorban a pH-fliggé MTIC-¢ torténd hidrolizisen keresztiil
megy végbe ¢s a hepatikus metabolizmus csak kisebb szerepet tolt be. A TMZ savas pH-n
stabil, viszont gyorsan lebomlik neutralis vagy bazikus kornyezetben [25]. Mivel a TMZ az
antitumoralis hatasat a MTIC, mint degradacios termékén keresztiil fejti ki, a MTIC plazma
koncentracidéjanak monitorozasa a TMZ adagolasa soran fontos lenne, annak érdekében, hogy

effektivitasat és farmakokinetikajat kiértékeljiik [24].

Allandéan felmeriilé kérdés a szakirodalomban, hogy a kiilonboz6 gydgyszerek milyen
lokéalis koncentraciot érhetnek el az agyallomanyban, ill. az agydaganatban, jelen esetben a
glioblasztomaban? Mivel a kezelés effektivitdsa leginkabb a tumorban megjelend
gyogyszerszinttél, a mellékhatasok mértéke pedig a Szisztémasan keringé hatdanyag-
koncentraciotol, és végsd soron e kettd érték egymashoz viszonyitott aranyatol fligg, ezekre az
adatokra égetd sziikség lenne. A kemoterapids készitmények 0Osszehasonlitdsdhoz, a
legmegfelelobb kivalasztasdhoz az elérhetd maximalis intratumoralis gydgyszerkoncentracio
ismerete jelentds segitséget nyljtana, de erre vonatkozd irodalmi adatok eddig még nem
sziilettek.

A klinikumban egyre nagyobb jelentéségre szert tevo kapillaris elektroforézis (CE)

potencidlisan mindkét célra megfelel, igy tanulmanyainkat ezirdnyban is kiterjesztettiik.
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1.3. Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) szerepe az asztrocitomakban

1.3.1. Az EGFR és az integrinek kolcsonhatdsdanak szerepe az asztrocitomakban

A GBM gyakorlatilag mindig bekdvetkezd kitijulasaért nem csak a TMZ-vel szemben
kialakuld rezisztencia, hanem a sugarterapia hatékonysaganak mérsékelt jellege is feleldssé
tehetd. Korabban mar a GBM radiorezisztenciajanak hatterében szamos mechanizmus
felderitésre kertilt, azonban a pontos molekularis interakciok egy része még mindig ismeretlen.
Raadésul, a DNS karosodasra adott elégtelen valasz, a sejtfelszini molekuldk, koztiik a
novekedési faktor receptorok koros egyiittmiikodése miatt kialakult szabdlyozatlan jelatvitel
szintén fontos szerephez jut. Ebb6l kifolyolag a transzmembran receptor tirozin kinazok ErbB
csaladjanak tagjait mar részletesen tanulmanyoztak [26]. Az ErbB1 (EGFR-ként vagy HER1-
ként is ismert) gyakori funkcidszerz6 mutacidja a malignus gliomakban mar régdta ismert. Az
ErbB receptor tirozin kinazok az ionizal6 sugarzasokra adott valaszreakciokban és rezisztencia
kialakitasaban vesznek részt [27], és az emelkedett ErbB1-szint csokkent radioszenzitivitassal
jar a magas gradusu asztrocitoma sejtekben [28]. Azt is kimutattak, hogy a tumorsejtek tobb,
az ErbB csaladba tartozd olyan molekulat termelnek, amelyek homo- és heteroasszoci-
alodhatnak a jelatviteli folyamatok soran [29]. Az egyszeri és ismételt radiacio altal kivaltott
ErbB1 aktivaciora fellép6 citoprotektiv és citotoxikus valaszok kozotti egyensuly nagyban fligg
a kiilonboz6 sejtfelszini receptorok relativ expressziojatol és aktivitasatol [30].

El6z6ek mellett, a tumoros sejtek tulélése €s proliferacidja nagyban fligg a sejt és annak
kornyezete kozotti kolesonhatastol, ezek kozott is elsGsorban az extracellularis matrix-szal
(ECM) valo kapcsolattol [31, 32]. Ujabb tanulméanyok szerint ezek a funkcionalis kapcsolatok
bizonyos sejt adhézios molekulak és a receptor tirozin kinazok (TK) k6zott hozzajarulhatnak a
kemo- és radiorezisztencia kialakitasahoz [33, 34]. Az egymassal asszocialodott receptor TK-
k és sejtadhézids molekulak koaktivacioja redundans szignalokat kiild a citoplazmaba és ezzel
befolyasolja a sejtek valaszat a célzott terapiakra [35-38]. Az integrinek (pl. a5p1 heterodimer)
fokalis adhézios komplexekben kiilonbozd fehérjékkel alkotnak multimer clustereket és olyan
szignalokat kiildenek, amelyek megakadalyozzak az apoptosist [39, 40]. Az ErbB1 integrin-p1-
el torténd kolesonhatasa révén a tumorsejtek levalasat, migraciojat és metasztatikus képességét
is el6segiti azaltal, hogy az integrin-p1 citoplazmatikus részérdl levalasztja a tenzin-3-at, igy a
citoszkeletalis aktin rendszer destrukturalodasat okozza [41, 42].

Tovabba, a legfrisebb tanulmanyok azt bizonyitjak, hogy az integrin-p1 inhibitorok,

mint radioszenzitizald agensek igéretesek lehetnek a glioblasztomak kezelésében. Kovetkezés-
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képpen az ErbBl ¢és integrin-fl kolcsonhatdsa fontos szerepet jatszhat a fokozott
radiorezisztencia kialakuldséban, 1ij terapias targetként szolgalhat. Igy ezen interakciok mind
inkabb a figyelem kozéppontjaba keriilnek az in vitro és a xenograft modellekben megszerzett
eredményekre tdmaszkodva. Fontos azonban az is, hogy az ErbB és integrin molekulak
interakcidja és expresszios szintje kiilonbozik egyedi in situ glioblasztomak esetében, tehat igy

megjosolhatjak a terapia hatékonysagat, a betegség kimenetelét is.

1.3.2. Az EGFR mutdcio szerepe glioblasztomakban

A leggyakoribb genetikai eltérés a GBM-ban az EGFR gén amplifikdcidja, amely az
EGFR, egy transzmembran TK receptor fokozott expresszidjat okozza [43]. Az EGFR gyakran
mutalt illetve gyakorta feliilexpresszalt mas human malignitasok esetében is, ami altalaban
agressziv viselkedéssel tarsul [44].

Korabban az EGFR kindz extracellularis doménjének delécidjat tekintették a
leggyakoribb EGFR mutédcionak a kiilonbdzé tumor tipusokban, egészen a nem kissejtes
tiidérakban (non-small cell lung cancer, NSCLC) az EGFR kinazt érint6 szomatikus mutacid
felfedezéséig [45, 46]. A legismertebb mutaci6 az EGFR IIl-as variansanak delécioja
(EGFRVIII, delta 801EGFR, del2-7 EGFR), amely az extracellularis domén 2-7 exonjainak
(801bp) in frame delécidjat jelenti - ezt a GBM genomjanak szintjén is azonositottak. A 2-7
exonok in frame delécioja aktivalo hatast fejt ki a receptorra a sejtek szamara proliferativ elényt
biztositva [47, 48].

A gefitinib és az erlotinib olyan szelektiv EGFR tirozin-kinaz inhibitorok (TKI), melyek
az eddigi klinikai tanulmanyok szerint a tiidérakos betegek egy kis csoportjaban megfeleld
terapias valaszt eredményeznek. A betegek reakcidja a célzott EGFR antitumoralis kezelésre
Osszefuggésben lehet egy szomatikus-aktivalo mutacioval, amely az EGFR gént érinti. A
leggyakoribb EGFR mutdciok a négy konzervativ aminosav reziduumot tartalmazd rész
delécioja a 19-es exonban illetve a 21-es exonban 1évé L858R pontmutacioja [49, 50].

A legjobb bizonyitéknak az EGFR szerepére glioblasztomakban, azok a klinikai
eredmények szamitanak, melyek szerint a rekurrens glioblasztomaval kiizdd betegek 15-20 %-
aban a kis molekulastilydt EGFR TKI-k szignifikans tumor regressziot értek el. Részletesebb
vizsgalatok azonban sajnos azt igazoljak, hogy az EGFR kinaz doménban 1évé mutaciok nem
josoljak meg a glioblasztomak érzékenységét az EGFR kinaz inhibitor terapiara [51, 52].

Mivel a standar terdpia részét képezd TMZ mellett 0j készitmény alkalmazasa csak

progredidld tumorokban engedélyezett, ezért a TKI-ok hatékonysagat prognosztizald6 EGFR

10



dc_1200_16

mutaci6 analizis elsdsorban a kijult tumorok esetében bir klinikai jelentdséggel. Ebben a
betegpopulacidoban azonban még kevés ezirdnyu vizsgalat sziiletett, mert a recidiv GBM-ra az
esetek tobbségében ujabb mitéti kezelés nem javasolhatd, igy az analizalhato tumorszovet

gyljtése is nehézségekbe litkozik.

1.4. A gliomak és az extracellularis matrix

Mivel a sejtosztodast gatldo antiproliferativ hatdsmechanizmust kemoterapeutikumok
effektivitasa kitartd probalkozasok ellenére sem érte el a kivant szintet, hatarozott igény
jelentkezett egyéb tamadaspontu készitmények kifejlesztésére. Tekintve, hogy mind a
sugarterapia, mind pedig a mitéti kezelés hatékonysaganak leginkabb az agydaganatok
invazivitasa szab korlatokat, az intracerebralis tumorok kornyezeti infiltracios képességének
megismerése ¢és befolyasolasa az utdébbi idokben egyre gyakrabban valt a neuro-onkoldgiai
kutatasok célpontjavd. A tumoros invazid folyamatdnak megértéséhez a tumorsejtek ¢és

kornyezetiik kapcsolatanak kézelebbi feltarasa valt sziikségessé.

A kozponti idegrendszer (KIR) sejtjeit a szervezet tobbi sejtjeithez hasonléan a
fehérjében és rostban gazdag ECM veszi koriil. Osszetételét illetéen a matrix rendkiviil
heterogén, dontéen kollagéneket, elasztint, laminineket, fibronektint, proteoglikanokat (PG),
gliikozaminoglikanokat (GAG) illetve enzimeket tartalmaz. Felépitésére jellemz6, hogy a
kiilonboz6 molekulak, enzimek és szolubilis faktorok kotoszoveti rostok haldzataba
agyazodnak [53-55]. Az ECM szovet-specifikus és dinamikus, aktiv kdrnyezetet biztosit a
sejteknek. Ez a szoros sejt-ECM kapcsolat kiilonbozé jelatviteli ttvonalon keresztiil
meghataroz6 szereppel bir szamos fiziologids és pathologiai folyamatban, mint példaul a
sejtmozgas, differencidlodas, génexpresszid, hisztogenezis valamint a rosszindulati daganatok
terjedése [56-58].

A tumorsejtek invazioja sordn szoros kapcsolat alakul ki a sejtek és az ECM kozott. Ez
a sejt-ECM konnexio a sejt-sejt interakcioval és a szolubilis faktorok rendszerével egyiitt egy
komplex kommunikacios halozatot hoz 1étre [59]. Az intrakranialis daganatokat igen jo1 lehet
jellemezni eltérd invaziv potencialjaikkal, ami nagyban ECM fiiggd [60-62]. A Kifejezetten
invaziv malignus glioméak nagyban kiilonboznek a csaknem gdmb alaka agyi attétektdl és
sokszor nehéz intraoperative megkiilonboztetni ket a peritumoralis agyszdovettol, melyet a

gliomasejtek tobb centiméter mélyen infiltralni képesek, ami radikalis reszekcidjukat eleve

11



dc_1200_16

lehetetlenné teszi [63, 64]. Masfel6l pedig egy atlagos szoliter agyi attét sebészi eltavolitasa
rutin idegsebészeti feladatnak szamit. Ugy tiinik, az ECM-nek kiemelkedd szerepe van ebben

az igen eltérd intenzitasu invaziv viselkedésben [65].

1.4.1. Az extracellularis matrix szerepe az invazioban

Ahhoz, hogy a glioméak invaziv természetét megérthessiik, at kell tekinteniink a
peritumoralis infiltracid cellularis és molekularis torténéseit. A tumoros invazid legfontosabb
szerepldje az ECM, mely a normal agyi térfogat meglehetdsen nagy részét jelenti, hiszen az
egeészséges agyszovet térfogatanak nagyjabol 20%-a az extracelluléris tér. Az extracellularis
térfogat aranya azonban a primer agytumorok jelentds részében szignifikansan megemelkedik,
a teljes tumorszovet térfogatanak mintegy 48%-at képviseli. Az agyszoveti ECM szerkezete €s
komponensei sokban eltérnek az egyéb szervekben megtalalhato ECM felépitését6l. Az agyi
ECM foként makromolekulakat tartalmaz, (GAG-okat és PG-ket) és csak kisebb részben
vannak jelen a fibrillaris glikoproteinek (pl. kollagének, fibronektin, elasztin vagy retikulin).
Az ECM-ban talalhato glikoproteinek 0Osszetevéi kulcsfontossaguak a peritumoralis
infiltracidan, hiszen a cellularis kitapadas és a migracio szerkezeti elemeit adjak. Az invazio
molekularis mechanizmusainak feltarasa végett kiterjedt kutatasok iranyultak a hialuronsav
(hialuronan, HA), a PG-ok és kiilonboz6é tipusi GAG-ok jelenlétének és funkcidjanak
vizsgalatara és tobb esetben allapitottak meg pozitiv Osszefliggést egyes ECM alkotok és a
malignus gliomak invazivitasa kozott. A sejtek adhézidjahoz és migracidjahoz a sejtek felszinén
1év6 specifikus receptoroknak az ECM komponenseivel kell kapcsolatba 1épniiik. A sejtfelszini
receptorok koziil kiemelendéek az integrinek, a CD44 ¢és a CD168. Bizonyos proteazok

valamint szintetazok szintén erdsen befolyasoljak az invazivitast, ugyanis az ECM alkotdinak

crcr

[61, 63, 66-75].

A gliomasejtek aktiv mozgasukhoz az ECM makromolekulainak segitségével besziirik
kornyezetiiket és azt a tumoros szOvethez hasonlova alakitjdk. A peritumoralis invazid
folyamata a tumoros sejtek és a nem-neoplasztikus sejtek, illetve az ECM konfrontacios
zongjatol fiigg. Mig a gliomasejtek foként adhézids receptorokat és protedzokat expresszalnak,
addig a szoveti sejtek olyan makromolekulak szintézisét segitik eld, amelyek az eredeti
szerkezet fenntartasaért feleldsek, illetve gatoljak az invazios sejtmozgast. Mivel az

agyparenchymaban az ECM-ben nincs fibrillaris jellegli, erds kotdszovetes szerkezetd,
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kollagénben gazdag halozat, az agyallomany lagy szoveti tulajdonsagokkal bir, és ezért nem
tumorok esetében tovabbi két tényezd segiti még eld a peritumoralis besziirddést. Az egyik
ilyen tényez0 az, hogy az agy parenchyméjanak normal szerkezete nagyrészt a fehérallomany
palyaibdl és a bazalis membranbol all, melyek alkalmasak arra, hogy a sejtek migraciojat
vezetni tudjak. A masik infiltraciot segité tényezd a glialis sejtek specifikusan fokozott
migraciora valo képessége. Mindkét tényezé az agyszOvetre jellemzé és a fejlodéstani,

szerkezet és a funkci6 kozotti kapesolat ismeretével konnyen megérthetd [76, 77].

Neuro-onkologiai szempontbdl a gliomasejtek fokozott motilitasa, valamint a kifejezett
peritumoralis infiltraci6 az alabbi probléméakhoz vezet:

A. Mivel a gliomasejtek invazidja az alacsony gradust tumorokban is megfigyelhetd, még
ezekben, az egyébként benignus jellegli tumorok esetében sem tekinthetd a teljes
eltavolitas egyszertien kivitelezhet6 és kézenfekvé megoldasnak. Ez az oka annak, hogy
az alacsony gradusu (I1-es gradusu) tumorokat ,,semi-benignus” tumoroknak tartjuk. A
tumor makroszkoposan teljesnek tiind sebészi eltavolitasa ellenére a recidivak aranya
nagyon magas, a betegek teljes gydgyuldsa messze nem térvényszerd.

B. Magas gradusu tumorok esetében sem nyitott miitéttel, sem pedig konformalis
radioterapiaval, vagy sztereotaktikus pontbesugarzassal (,,gammakés’) sem lehet teljes
tumoreltavolitast elérni. Erthetd tehat, hogy miért taldlkozunk majdnem minden esetben
a tumor lokalis kiijulasaval.

C. A lokalis kemoterapias kezelésnek (intraparenchymalis vagy miitét utan alkalmazott
intracavitalis gyogyszerek) hatasfoka alacsony, hiszen a reszekcios iireg sz¢létol akar
tobb cm-es tavolsagban is megtalalhatd infiltralé tumorsejtekre a helyi kezelés mar

érdemben hatdst nem gyakorol.

1.4.2. A gliomak peritumoridlis invaziojanak molekularis megkizelitése

Mivel laborvizsgalataink targyat az ECM tumorinvazidval oOsszefliggésbe hozhato
molekulai képezik, részletes megismerésiik kutatdsunk alapjat jelenti. A tumoros infiltracio

sejtszintli eseményei igen Osszetett molekularis folyamatok eredményeképpen valosulnak meg.
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A tumorsejtek migracidjaban szerepet jatszo molekuldkat harom f6 csoportra lehet osztani:

1. Sejtmembran-asszocidlt molekuldk (receptorok és adhézids molekulak).
F6bb képviseldik: - integrinek
- CD44
- RHAMM (receptor for hyaluronate-mediated motility)

- szindekanok
- kadherinek

2. ECM komponensek (a receptorok célmolekulai).
Foébb képviseloik: - glikozaminoglikanok (GAG-0Kk)

- proteoglikanok (PG-K)
- hialuronsav (HA)
- fibronektin
- lamininek,
- agrin
- tenaszcin
- lektikanok (brevikan, neurokan, verzikan, stb.)

3. Az ECM komponenseit szintetizal6 vagy lizaloé enzimek.
F6bb képviseldik: - matrix-metalloproteinazok (MMP-K)
- katepszinek
- hialuronsav szintetazok (HAS)

1.4.3. A tumorsejtek invaziojanak folyamata

A primer agydaganatok invaziés hajlama régdta ismert tény, igy a peritumoralis
besziirédés molekularis mechanizmusai mar sok éve a neuro-onkologiai kutatdsok targyat
képezik és néhany invazios folyamatot mar részletesen ismeriink. Altaldban a tumoros invaziot
egy négylépéses modellel lehet leirni, mely az agytumorok esetében is alkalmazhat6. Ez a
modell az alabbi 1épésekbdl all:

1) az invazivitds helyén a tumorsejtek levalnak az egyre ndvekvd primer tumoros

sejthalmazrol,

2) a levalt sejtek specifikus receptoraik révén kapcsolodnak az ECM meghatarozott

komponenseihez,

3) a gliomasejtek altal szekretalt proteazok lokalisan bontjak az ECM-et, a kornyezd

szovetben migracios utvonalat alakitanak ki,

4) a tumorsejtek citoszkeletalis folyamatok segitségével aktiv mozgasba kezdenek.
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A peritumoralis invazi6 minden egyes fenti Iépése szamos molekula &sszehangolt
mitkodését kivanja meg, melynek eredményeképpen a tumorsejt az alabb részletezett aktiv

sejtszintli mozgas révén a normalis agyparenchymaba vandorol [78, 79].

1) A szoveti invazidban szereplé tumorsejtek primer tumorsejthalmazrol torténd levalasa
meglehetésen bonyolult folyamat és tovabbi 1épésekre oszthato:
a) a primer tumor-sejthalmazt Osszetartdé kadherin medialt sejtkapcsolatok
destabilizalodasa és szerkezeti felbomlasa,
b) a primer tumormasszahoz kapcsolddast biztositd tovabbi sejtadhéziés molekulak
csokkent kifejezodése, mely a gap junction tipusu sejt-sejt kozotti kapcsolatok erds
redukciojahoz vezet,
c) végiil a sejtet az ECM-hez kihorgonyz6 CD44 enzimatikus bontasa térténik meg egy
ADAM nevii metalloproteinaz altal [78-82].

2) A tumoros sejtek ECM-hez torténé kapcsolodasa specifikus sejtfelszini és transzmembran
receptorok révén torténik meg, melynek egyik jellemzé formaja az integrinek kapcsolodasa a
lamininekhez, fibronektinhez és kollagénhez vagy a CD44 koétédése a HA-hoz.

3) Az ECM komponensek degradacioja a proteazok, pl. MMP, hialuronidaz, katepszin és
kondroitin-szulfataz megemelkedett szintje és fokozott aktivitasa révén jon létre.

4) A migraci6 soran a glioma sejtek a kornyezé6 ECM-mel allando kapcsolatban allnak, ahol az
ECM a sejtek szamara egyrészt mechanikai barriert jelent, de a mozgod sejtek szamara huzo
kotodési strukturat is képvisel. A sejtek morfologiaja megvaltozik a sejtmozgas alatt: a sejt
polarizalttd valik, membran kitiiremkedések jelennek meg, a mozgéds iranyaban alldbak
(pseudopodium-ok), tovabba lamellipodium-ok, filopodium-ok és invadopodium-ok alakulnak
Ki. A membran-kitiremkedésekért felelds aktin filamentumok mellett egyéb szerkezeti és
jelatviteli molekulak is aktivalodnak ¢és citoszkeletalis kontrakciok révén a membran
kihorgonyzodik, Osszességében a sejt elérehalad. Az ECM alkotok citoszkeletonhoz torténd
csatlakozasat disztroglikanok biztositjak. A glialis sejtek mozgasaban és 6sszehuzodasaban a
miozin-1I két izoformaja (A és B) vesz részt. A miozin-II révén a glioma sejtek a magjuknal
szitkebb porusokon is képesek atjutni, ami azért fontos, mert az agyallomanyra kifejezetten

sziik extracellularis terek jellemzdok [83, 84].
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1.44. A gliomdk invazidjaban szerepet jitszo extracelluldaris madtrix komponensek
vizsgdlatanak klinikai jelentosége

Kozismert idegsebészeti tapasztalat és dilemma, hogy mig a gliomak radikalis sebészi
megoldésa az infiltrativ ndvekedés miatt az esetek dontd tobbségében kivitelezhetetlen, addig
a szoliter attéti daganatok teljes eltavolitasa altalaban rutin idegsebészeti beavatkozasnak
mindsiil. Ez a megfigyelés a leggyakoribb, primer tiidékarcindma eredetii metasztazisok
esetében is rendszeresen tapasztalhatd. A tiidérak hematogén attétképzésének leggyakoribb
helye a KIR [85]. A betegség lefolyasa soran az esetek 40-65%-aban létrejon az agyi
metasztazis [86], s6t, az esetek 9%-aban ez az egyetlen tavoli szervi attét. Valamennyi egyéb
szervi daganat egylittesen az esetek 8-10%-aban jar agyi attéttel [87]. Az intracerebralis attéti
tumor radikalis reszekabilitdsa nem utolsdsorban annak a ténynek kdszonhetd, hogy az agyi
attétek novekedése nem, vagy csak minimalis invazivitast mutat. A glioblasztoma ¢€s a tiidorak
attét kozott tapasztalhatd jelentdsen kiilonb6zd reszekabilitast eredményezd intracerebralis
invazid oka dontden a két tumortipus extracellularis matrixanak eltérdé szerkezetében, az ott
talalhaté makromolekuldk mikrolokularis expressziojaban ¢€s tulajdonsadgaiban keresendd. Ha
megismerjiik az egyébként hasonloan anaplasztikus, de jelentésen eltéré intracerebralis
gliomak invazivitasanak gatlasara szolgalo eszk6zokhoz juthatunk. Ennek segitségével a miitéti

reszekabilitas és a sugarterapia effektivitasa is jelentésen novelhetd lenne.

1.5. Az anti-invaziv terapia létjogosultsaga

Jelenleg a primer agytumorok kurativ onkoterapiaja még nem ismert. Az intenziv
sejtosztodas, a szignifikans peritumoralis besziirddés és a fokozott angiogenezis egylittesen
felelds a gliomak kiemelkedéen magas recidiva-aranyaért. A nemrégiben bevezetett
kemoterapias szerek effektivitasanak atmeneti jellege miatt valosziniileg kombinacids terapia
hozhatna javulo eredményeket. Ezért amellett, hogy nagy specificitast tumormarkereket
keresiink, a gliomak invazojanak molekularis spektrumat is érdemes felderiteni. Emellett szol,
hogy az invazioval Gsszefiiggésbe hozhatdo molekuladk mRNS expresszios szintje jellemzé a
kiilonboz6 szdvettani tipust tumorcsoportokra. Ezért az individudlis kemoterapiahoz sziikséges
egyedi anti-tumor célpontok kivalasztasahoz a gliomak invazios spektrumanak meghatarozasa
komoly segitséget nyajthat [88]. A tumorprogresszido Osszetettségébdl fakaddan a

gyogyszerkombinacié mar kiterjedhet az anti-proliferativ, anti-invaziv valamint anti-angiogén
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készitményekre is, melyek egyiittes hatasatol az agytumorok onkoterapiajaban Gj eredmények
varhatok. A jelen disszertacidban részletezett kutatdsok targyat képezd peritumoralis invazid
gyogyszeres redukalasa révén a rezidualis vagy recidiv daganat radikalis miitéti eltavolitdsanak
esélyei egyértelmiien javulnanak, illetve a sugéarkezelés (akar az FBRT, akar a stereotaxids
sugarsebészet) kurativ jellege is felmeriilhetne. Kutatasainkat ezek alapjan egyrészt a jelenlegi
onkoterapia ineffektivitidsa okainak feltdrasa, masrészt a peritumordlis invazié molekularis

hatterének megismerése vezette.
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2. CELKITUZESEK

A jelenlegi szerény neuro-onkoldgiai kezelési eredmények hatterének megismeréséhez
¢s az onkoterapia hatékonysdganak fokozasa céljabol kutatdsainkhoz a kovetkezo

célkitiizéseket fogalmaztuk meg.

1. Mivel minden vizsgalat sajat beteganyagon torténik, ezért elsé Iépésben a Debreceni
Idegsebészeti Klinikan kezelt betegek mintagytijtését sziikséges megszervezni. A szabalyozott
formaban, etikai engedéllyel és kutatasi célokra alkalmas szovetmintdk gytijtése, tarolasa €s
kezelése céljabol Tumor- és Szovetbankot kell l1étrehozni. A glioblasztomas betegek klinikai
paramétereinek feldolgozasaval parhuzamosan adatbankot is érdemes Kialakitani. Ennek
segitségével meg lehet majd hatarozni a jelenlegi onkoterapia effektivitasat és ujra lehet
értékelni a klinikai betegadatok prognosztikai szerepét valamint az idegsebészeti miitéti ellatas

kiterjesztésének jelentdségét.

2. A betegadatok feltérképezése utan a genetikai prognosztikai faktorok sajat betegpopulacion
megvalosuld klinikai relevanciajanak meghatarozasat és az 1pl19q kodelécio vizsgalati

eredményeinek és onkoterapiat befolyasolo prediktiv szerepének elemzését tiiztiik ki célul.

3. A Kklinikai adatok elemzését kdvetden a primer malignus agydaganatok kezelésében
bazisterapianak szamito TMZ mérsékelt hatékonysaganak okait célszeri meghatarozni. Ehhez
elengedhetetleniil sziikséges a TMZ szérumbeli aktudlis koncentracidja rutinszeri
kimutatdsanak ¢és intratumoralis koncentricidja objektiv meghatdrozasdnak technikajat
kidolgozni. Ennek soran a GBM kezelésének konkuralo fazisaban per os adott TMZ
sugarterapiahoz viszonyitott optimalis idébeni alkalmazdsara tudndnk javaslatot tenni, és
célkitlizés az irodalomban még nem szerepld, human glioblasztémaban kemoterdpias

készitmény intratumoralis koncentracidjara vonatkozo6 objektiv adatot szolgaltatni.

4. Miutan megallapitottuk a jelenlegi onkoterapia korlatainak egyes f0 tényezdit, a
glioblasztomas betegek sugar- és kemoszenzitivitdsara utald prognosztikai faktorok
meghatdrozasa a cél. A korabbi eredmények alapjan e szempontbol igéretesnek tiind EGFR és
integrin expresszié szerepének vizsgalatat tekintettik feladatunknak. Egyrészt a két

------

célmolekula sejtfelszini asszocidcidjanak asztrocitdméakra vonatkozd prognosztikai
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jelentdségének megitélése, masrészt a TKI-ok GBM kezelésében varhatdé potencialis

effektivitasat eldrevetité EGFR amplifikacio és mutacié meghatarozésa a kutatasunk célja.

5. Megértve a kemo- és sugarterapia effektivitasanak korlatait, a gliomak miitéti reszekabilitasa
molekularis hatterének vizsgalatat tliztik ki célul. Ehhez elsdsorban az invazidban szerepet
jatsz6 ECM komponenseket kell azonositani, majd a kornyezé agyallomanyt kiilonb6zo
elemzését fogalmaztuk meg teend6ként. Kérdésiink, hogy milyen molekularis mechanizmusok
allnak a kiilonb6z6 szdvettani besorolast, de egyarant anaplasztikus intracerebralis daganatok

igen eltéré mértéki invazidoja mogott?

6. Felismerve a GBM kezelési kudarcanak egyik f& okaként szerepeltethet kiterjedt
peritumoralis invazidt, ezen a vonalon tovabb kutatva elemezniink kell a konkuralé kemo-
irradiacid gliomak invazivitasara gyakorolt hatasanak molekularis szinti manifesztacioit
kezelés elotti és kezelés utani GBM mintakon. Kérdésiink, hogy a jelenlegi onkoterapia

elosegiti-e a kinjuldé GBM miitéti reszekabilitasat, azaz van-e kimutathat6 invaziot gatlo hatasa?

s

kornyezé agyallomany szerepével kapcsolatban meriilnek fel kérdések. gy folytatva a
kiilonb6zo eredetii anaplasztikus daganatok (pulmonalis adenokarcindma agyi attéte versus
GBM) ecltér6 mértékii invazidja magyarazatanak kutatasat, a peritumoralis agyallomany
tumoros infiltracioval kapcsolatban fellépd védekezd reakcidinak feltarasat is célkitiizéseink
kozé soroltuk. Ezaltal az irreszekébilitdst eredményezd tumorinvdzidé mindkét oldalanak
résztvevojét vizsgalva lehet a folyamatrol egységes képet alkotni és tumor-specifikus személyre

szabott onkoterapidhoz 1j adatokat szolgaltatni.

8. Mivel GBM esetében a hosszitava tuléléshez sziikséges teljes miitéti eltavolitds a
peritumoralis invazié miatt nem kivitelezhetd és a mindig bekdvetkezd lokalis recidivaért is ez
tehetd feleldssé, az invazids molekuldknak a varhato talélésre gyakorolt hatdsa nem kérdéses.
Ennek a megfigyelésnek az objektiv meghatarozasahoz azt sziikséges megvizsgalnunk, hogy
az invazidban szerepet jatszo0 ECM alkotdk expresszidja milyen Osszefliggést mutat a
glioblasztomas betegek tulélésével, és ez GBM esetében uj prognosztikai faktornak

mindsitheto-e?
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. A Debreceni Neuro-onkologiai Labor kialakitasa

3.1.1. Szervezeti hattér

A jelen MTA doktori disszertacidban szerepld tudomanyos eredmények mindegyike a
Debreceni Egyetem Klinikai Kézpont (DE KK) Idegsebészeti Klinikan kezelt betegek klinikai
paramétereinek, tumor- és szovetmintdinak feldolgozasabol szarmazd kozleményekre épiilt.
Ezeket a kutatasokat az DE KK Idegsebészeti Klinikdn mikodé Idegsebészeti Agydaganat- és
Szovetbank altal nyujtott lehetdségek alapoztak meg.

Az ldegsebészeti Agydaganat- és Szovetbank (a tovdbbiakban Agydaganatbank) Dr.
Klekner Almos korabbi neuro-onkoldgiai kutatasi eredményeire benyujtott OTKA palyazat
anyagi tamogatasanak koszonhetéen 2005-ben jott 1étre. Az Agydaganatbank miikodéséhez a
mintat a KoIni Idegsebészeti Klinikdn miikodé Neuro-onkoldgiai Laborban taldlhatd hasonlo
tumorbank adta, ahol a palyazo 1 éves német akadémiai 6sztondijjal (Deutsche Akademische
Austauschdienst, DAAD) eltoltott kutatdmunka soran ennek miikodési feltételeirdl részletes
ismereteket szerzett. Az OTKA keretbdl beszerzett nagy kapacitasi ultramélyhiito, a
mintafeldolgozashoz sziikséges folyékony nitrogén kezelésére alkalmas tartalyok, az
intraoperativ mintagyiijtés kidolgozasa, a szovetminta archivalas meghatdrozasa, a klinikai
adatgyiijtés megszervezése, ennek tdroldsa és a minta- valamint betegadatbank szintézise
eredményezte azt a nélkiilozhetetlen tudomanyos hatteret, melyre azota is kutatdsok sora épiil.
Az Agydaganatbank az elsd perctdl kezdve TUKEB engedéllyel rendelkezik, melyet kétévente
beszamolo alapjan hosszabbit meg az illetékes Bizottsag.

Az Agydaganatbank mitkodésének szervezeti keretét az e célbol szintén 2005-ben
megalakitott Neuro-onkologiai Labor alkotja, melynek 6 feladata a Bank nyujtotta lehetdségek
tudomanyos kutatasok céljaira torténd felhasznalasanak eldsegitése és kivitelezése. A Neuro-
onkoldgiai Labort megalakulésa 6ta Dr. Klekner Almos vezeti, és miikodéséhez tobb kutatasi
palyazat biztositotta ¢és biztositja ma is az anyagi hatteret. Az Agydaganatbanknak
kdszonhetden ma mar a jelen disszertacioban Osszefoglalt sajat kutatasok mellett igen jelentds

hazai és nemzetkozi kollaboracidoban megvalosulé tudoméanyos eredmények is sziilettek.
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3.1.2. Az Idegsebészeti Agydaganat- és Szovetbank jelentdsége

Az Agydaganatbank egyrészt intraoperativ gyorsfagyasztott szdvetminta-gyljtést
végez, de emellett egyéb human szovetmintak (likvor, nyal, bronchusvaladék, vér) gyiijtését és
mélyfagyasztott allapotban torténd tarolasat is megvaldsitja. Az intraoperativ mintagyijtésnek
kiemelkedd elonye, hogy a lefagyasztott szovetmintdk késObb nem csak morfologiai
vizsgalatokra, molekuldk mennyiségi analizisére, hanem funkcionalis vizsgalatok céljara
(elsésorban enzimaktivitas meghatarozasara) is alkalmasak maradnak (szemben pl. a formalin
fixalt mintadkkal). Tovabbi elény, hogy a rutinszerli mintagyijtés (a DE KK Idegsebészeti
Klinikdn majdnem minden nap torténik mintagyiijtés) egyrészt a ritka tumorokbol évek soran
nagyszamu mintakollekcid 1étrejottét eredményezi, masrészt a kitjult daganatokbdl szarmazo
szovetmintdk vizsgélataval a kiilonb6zé onkoldgiai kezelések hatdsainak molekuldris szintii
meghatarozdsa is megvalosithatd. Az Agydaganatbank mintagyiijtési stratégidja ezaltal
horizontalis és vertikalis mintagytijtési célokat valosit meg. A minél tobbfele szovettani tipusu
daganatbdl szarmazé mintagylijtés a teljes tumorpaletta lefedésének igényével horizontalis
sikban eredményez nagyszamu mintagytlijtést, mig az egyes betegek idObeni kovetésével
megvalosuld mintagyiijtés vertikalis adatkapcsolasi lehetdséget valosit meg.

Kiilon kiemelendé jelentéségii, hogy az Agydaganatbankban az idegsebészeti miitétek
soran elkeriilhetetlentil eltavolitasra keriilo, egyébként nem tumoros agyszdvetek is tarolasra
keriilnek. Ezekben az esetekben elsGsorban a funkcionalis idegsebészeti mitétekbol (pl.
epilepszia-sebészet) szarmazo mintakat gytijtjiik, de a beékelddés elharitasat célzo uncus gyri
hippocampi vagy tonsilla cerebelli eltavolitasa, illetve alkalmanként a frontalis vagy temporalis
polus reszekcid is felbecsiilhetetlen értékli mintagyiijtésre ad alkalmat. Ennek kdszonhetéen
alakult ki ugyanis egy nem-tumoros, szamos szempontb6l normalisnak tekintheté agyszovet-
gylijtemény, mely nemzetkdzi szinten is egyediilalld és minden tumorszdvetet célzd
tudoményos kutatashoz referenciaszovetként funkciondlé mintakat szolgaltat.

Az Agydaganatbank emellett szamos, a késObbi szdvettani feldolgozas sordan un.
peritumoralis agyszdvetnek bizonyult szOvetmintat is tartalmaz, mely miitét sordn ugyan
tumornak tlinik, és az anatdmiai szitudcidbol adoddan a tumorral egyiitt eltavolitasra kertil
(frontélis, temporalis polus, hippocampus), de nem tumorszdvet alkotja. Ezek a szovetmintdk a
peritumoralis reakciok és invaziv folyamatok vizsgalatahoz jelentenek potolhatatlan vizsgélati
anyagot.

Az Agydaganat- és Szovetbankban tarolt, célzottan gyiijtott bronchusvaladék és

nyalmintdak az intravéndsan alkalmazott gyogyszerek (elsdsorban antibiotikumok)
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szekrécidjanak és lokalis koncentracidjanak, azaz az intraordlis €s pulmondlis effektivitast
meghataroz6 minimalis inhibitorikus koncentracio meghatarozasahoz sziikségesek.

Tovabbi 0 szovetmintagyljtemény a tumoros betegektdl szarmazod teljes vér- és
szérumgyljtemény, mely egyrészt a tumoros betegek genomikai vizsgalatat, masrészt a
tumorbdl szarmaz6 és a vérkeringésbe keriilt derivatumok (pl. mikro-RNS, mikroszémak)
izolalasat és analizisét teszi lehetové. A horizontalis és vertikdlis mintagyljtési metddus

ezekben az esetekben is megvaldsulhat és igen jelentds kutatasi potencialt hordoz magaban.

3.1.3. Az Agydaganatbank gyakorlati miikédése sordn kifejlesztett sajdat technikak

1. A tumormintdk mélyfagyasztott tiroldsa utan torténd mintafeldolgozds a mintak
felolvasztasaval jar, igy a tobb kiilonb6zd, idében is elkiiloniild vizsgalatokhoz valo
mintafeldolgozas soran az eredeti minta mindségi romlasa kovetkezhet be. A Debreceni
Agydaganatbank esetében a mintatarolasi proceduirdba beépitettiink egy eldzetes
mintadarabolasi 1épést, amikor a folyékony nitrogénben lefagyasztott mintat a
nitrogénben tordelve darabokra, az igy keletkezett darabokat egyenként kiilon
eppendorf tubusokban fagyasztjuk le. Ezaltal minden vizsgalathoz egy kis mintadarabot
tartalmazo kiilon tubust vesziink el6 az ultramélyhtitébol, és elkeriiljiik az eredeti minta

darabolasaval jar6 felolvadasi €s mintavesztési kockazatot.

2. A folyékony nitrogénben torténd szovetminta-fagyasztas mar régen bevalt mintatarolasi
moddszer, melynek azonban nem csak eldnyei, hanem hatranyai is vannak. A folyékony
nitrogénbe helyezett szovetminta koriil ugyanis a nagy hdmérsékletkiilonbség miatt a
nitrogén forrni kezd, és szdmos mikrobuborék képzddik, melyek mechanikai hatdsa a
szOvetmintat karositani képes. Ennek elkeriilésére kiilonb6z6 médiumokban torténd
fokozatos lefagyasztas technikai mar kidolgozottnak tekinthetok (pl. izopentan), de
ezeknek sem rutinszerti technikai kivitelezése (nehezen varhat6 el a miitészemélyzettdl
az ehhez hasonld Osszetett mintapreparalasi technikak alkalmazasa), sem pedig
gazdasagi vonatkozasa nem tette vonzova az egyébként valoban ajanlatos modszert. A
Debreceni Agydaganatbank gyakorlatdban sikeriilt kidolgozni egy olyan modszert,
mely kihasznélja ugyan a folyékony nitrogén adta fagyasztasi lehetdségeket, mégsem
jar szovetroncsolod jellegli buborékképzddéssel. A mi gyakorlatunkban alufolidval
bevont parafaszigeteket hasznalunk, melyek szabadon usznak a folyékony nitrogén

feliiletén. A fémtartalmi bevonatnak koszonhetden a szigetek felszinének hdmérséklete
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gyakorlatilag megegyezik a nitrogénével, igy a rahelyezett friss szovetminta azonnal
atfagy — anélkiil azonban, hogy forrasbdl szarmazd mechanikai hatdsssal szamolni
kellene. A modszer tovabbi elénye, hogy a fémtermoszban 1€v6 nitrogén felszinén isz6
aluféliazott szigeteket filctollal tobb mezdére lehet osztani, mely igy az eldzetes
mintaszelekciot is lehetové teszi, és az egy miitét soran vett tobbféle szovetminta (pl.
tumor, ép, centralis régid, tumorperiféria) biztonsaggal elkiilonithetd és nem 4ll fenn

annak a veszélye, hogy a termoszba ejtett mintak késdbb 6sszekeveredhetnek.

3.2. A jelenlegi onkoterapia effektivitisanak meghatarozasa glioblasztoma esetében sajat

beteganyagon

A glioblasztomas betegek nemzetkozi szinten 2006-ban bevezetett kezelési protokollja
a kemoterapias készitmények rutinszerli alkalmazasaval jelentdsen javitott a tulélési adatokon.
Felmertilt tehat az igény a betegek kezeléstol fliggd talélési esélyeinek Osszehasonlitasara,
valamint az idegsebészeti, klinikai szempontbol meghatarozhaté prognosztikai paraméterek
ujrabecstilésére. Tovabba felmeriill a kérdés, hogy a szisztémas hatasi kemoterapids
készitményekkel elért eredmények megvaltoztatjak-e a mitéti radikalitas kedvezd hatasat
feltételezd teljes tumorexstirpatiéra vald torekvést? Az onkoterdpia hatékonysaganak
ismeretében atértékelddik-e bizonyos klinikai paraméterek prognosztikai jelentdsége?

A Debreceni Idegsebészeti Klinikan szintén 2006-ban keriilt bevezetésre glioblasztomas
betegek kezelésére a TMZ rutinszer(i alkalmazasa. A konkuralé kemo-irradiacio és a TMZ
monoterapia ellenére kitjult tumor esetében pedig 2009 ota alkalmazzuk a bevacizumab
monoterapiat. Jelen vizsgalatban a kiilonb6z6é kezelési metddusok (hagyomanyos irradidcio,
konkurald6 kemo-irradiacio, kiegészité bevacizumab kezelés) hatékonysagat elemeztiik a
klinikai paraméterek tulélést befolydsolo szerepének tiikrében sajat beteganyagon.

Vizsgélatunkban 104 olyan agydaganatos beteg adatait dolgoztuk fel, akiknél 2002 és
2012 kozott GBM miatt a Debreceni Egyetem Klinikai Kézpont (DE KK) Idegsebészeti
Klinikajan miitét tortént. A posztoperativ terapia alapjan a 104 pacienst 6t csoportba osztottuk.
1. Az els6 csoportba tartozo 15 betegnél az igen rossz Karnofsky pontszam (KPS érték) alapjan
miitét utan sem sugar-, sem kemoterapia nem tortént (best supportive care, BSC).

2. Kilenc esetben a betegek a miitét utani allapot alapjan csak palliativ radioterapiaban (pRT)
(10x3 Gy) részesiiltek.
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3. A harmadik csoportba 20 beteg tartozott, akik 2002-2005 kozott estek at miitéten és utana
teljes dozisu sugarkezelésben részesiiltek, de kemoterapiat nem kaptak (30x2 Gy WBRT).

4. A negyedik csoportba azok a 2006-2008 kozott operalt betegek tartoztak, akik mtéti
eltavolitast kovetéen konkurald kemo-irradiacioés kezelésben (Stupp protokol szerint)
részesiiltek (30x2 Gy FBRT + per os TMZ, + 6-12 ciklus (allapottdl és radiologiai
progressziotdl fliggden) TMZ monoterdpia, RT+TMZ). Ebbe a csoportba 35 beteg tartozott.

5. Az 6todik csoportba azokat a betegeket soroltuk (25 beteg), akiknél a Stupp protokol utan a
daganat progredialt és ezt kovetden bevacizumab kezelésben részesiiltek (RT+TMZ+BC).

A feldolgozas soran figyelembe vettiik a betegek korat, nemét, a tumor oldalisagat,
lokalizaciojat, legnagyobb atmérdjét, a miitét eldtti és utani KPS-t és a miitéti beavatkozas
kiterjesztettségét. Ez utobbit 3 tipusba soroltuk: 1. biopszia, 2. részleges reszekcio, 3.
makroszkoposan teljes reszekcio.

Munkéank sordn az egyes klinikai paraméterek és kiilonbozé kezelési metddusok

tulélésben jatszott szerepét vizsgaltuk.

A tumor oldalisaganak szerepét aranybecsléssel vizsgaltuk, a pre- és postoperativ KPS-
t, a progresszid el6tti, utani illetve OS szignifikans voltat kétmintas t-probaval illetve Mann-
Whitney probaval ellendriztiik. A két talélési csoportban a betegek nemének, a kiilonb6zo
mitéttipusok illetve a tumorok lokalizacidjanak ardnyait ardnybecsléssel vizsgaltuk.

Statisztikai szamitasaink soran minden alkalommal 5%-0s szignifikancia szintet alkalmaztunk.

3.3. Prediktiv markerek meghatarozasa sajat beteganyagon: az 1 p19q kodelécié klinikai

relevancidja oligodendrogliomakban és oligoasztrocitomakban

A Debreceni Egyetemen 2006-t6l1 érhet6 el az 1p19q kodeléci6 rutinszerli vizsgalata,
mely klinikai jelentdségének megitéléséhez minimalisan sziikséges 2,5 év atlagos kdvetési 1dd
adatait elemeztiik 2006 és 2008 kozott dsszesen 28, klinikdnkon kezelt oligodendroglia
komponensii tumoros beteg esetében. Vizsgaltuk a kodelécio és a PFS Gsszefliggését a terapia
fliggvényében, majd eredményeinket dsszehasonlitottuk a nemzetkdzi irodalomban talalhatéd
adatokkal. Ezek mellett szdmos tovabbi klinikai paraméter és az 1p19q statusz sszefliggéseit

elemezve kerestiink klinikai relevanciaja kdvetkeztetéseket.
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A betegek klinikai adatait az 1. tdblazat tartalmazza. 2006 ¢és 2008 kozott 6sszesen 28,
a DE KK Idegsebészeti Klinikan operalt beteg esetében tortént a miitét utan rutinszerti 1p/19q-
kodeléci6 meghatarozas. 9 Il-es gradusi oligoasztrocitomas, 10 Il-es gradusa
oligodendrogliomés, 3 Ill-as gradusu oligoasztrocitomas ¢és 6 Ill-as gradusu

oligodendrogliémas beteg klinikai adatait vetettiik 6ssze a genetikai vizsgalat eredményével.

Szdvettan Atlagéletkor 46+14 Posztoperativ kezelés Lokalizacio
oligoasztrocitoma 12 grade 1. 44+13 BCNU 2 grade Il.
grade II. 9 oligoasztrocitbma  35+80 PCV 7 bal 11
grade I1I. 3 oligodendroglioma 51+£13 sugarterapia 3 jobb 7
oligodendroglioma 16 grade I1I. 5117 radio- és kemot. 8 kétoldali 1
grade I1. 10 oligoasztrocitoma  56+90 nem tortént 8 grade I1I.
grade I1I. 6 oligodendroglioma 47+21 bal 2
jobb 7
Nem Miitéttipus 1p19q kodelécio
ferfi 14 totalis reszekciod 15 pozitiv 14
nd 14 parcialis reszekcio 7 negativ 14
biopszia 6

1. tblazat. 28 oligodendroglia komponensii tumoros beteg klinikai adata

Vizsgaltuk a daganat gradusa, a betegek neme, életkora, a miitét tipusa, a tumor
lokalizacidja (féltekék, illetve lebenyek szerinti elhelyezkedés), valamint a szdvettani tipus és
a tumor 1p/19g-kodelécié kozotti Osszefiiggéseket. Emellett tanulmanyoztuk az 1p/19q-
kodelécio recidivamentes tulélésre vonatkozd prognosztikai szerepét a kiilonb6zd gradusu

tumorok, illetve a kiilonb6z6 posztoperativ onkoterapiaban részesiilt betegek vonatkozasaban.

Az 0Osszehasonlitandd szamcsoportok eloszlasat a Shapiro-Wilk-teszttel vizsgaltuk.
Normaél eloszlas esetén a szignifikdns kiillonbségek meghatarozasédhoz a paros, illetve paratlan
T-probat, ellenkez6 esetben a Mann-Whitney-tesztet, illetve a Wilcoxon-tesztet hasznaltuk.

Szignifikansnak a p<0.05 értéket tekintettiik.
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3.4. A temozolomid vizsgalata glioblasztémaban

3.4.1. Atemozolomid szérumbeli koncentrdaciojanak meghatdarozdsa glioblasztomads betegben

A CE méréseinkhez két glioblasztomds beteg szérum mintajat (a vérmintakat az
egyszeri 400 mg dézisu TMZ oralis alkalmazasa utan 60 perccel vettiikk le) €s nem tumoros
betegek szérum mintdjat alkalmaztuk (a mintdk a Debreceni Idegsebészeti Agydaganat- és
Szovetbankbol szarmaztak, a mintagylijtés a betegek beleegyezésével, alairasaval és etikai
engedély alapjan tortént). Mindkét beteg részleges tumoreltavolitas, konkurald kemo-irradiacio
utan allt és a TMZ monoterapias fazisban napi 1x400mg per os gydgyszerbevitelben részesiilt,
mely utdn 60 perccel tortént a mintavétel periférids vénabol. A szérum mintakat centrifugalassal
nyertiik (3000 rpm). Minden minta oldatot -80 °C-on taroltunk az analizisig, majd 0,45 pm-es
fecskenddsziirdn sziirtiik, €s tovabbi mintaelokészités nélkiil injektaltuk a kapillarisba.

Meéréseinkhez valasztott CE késziilék egy HP3D CE modell volt (Agilent, Waldbronn,
Germany). A mintak injektalasira minden mérés esetében hidrodinamikus mintabevitelt
(50mbar, 2s) alkalmaztunk. A mintaoldatokat a kapillaris anddos végénél juttatuk be. A
szeparaciot 68cm x 50pum belsé atmérdji polyimidréteggel ellatott kvarckapillarisban végeztiik
(Polymicro Technology, Phoenix, AZ, USA). A kapillaris effektiv hosszusaga a szokasos
modszer(i injektalasnal 60 cm, az Gn. "short end" injektalasnal pedig 8 cm volt). Az alkalmazott
fesziiltség 25 kV volt. A vizsgalatot diddasoros fotometrids detektalassal végeztiik 200 nm, 214
nm, 260 nm és 325 nm hullamhoszakon. Az elektroferogramokat a ChemStation szamitogépes
program 7.01-es verziojaval (Agilent) rogzitettiik és dolgoztuk fel. A stabilitasi vizsgalatok
elvégzésére a CE késziilek automatikus mintainjektald/elemz6 rendszere volt segitségiinkre.

Az analitikai elvalasztashoz hasznalt pufferelektrolitok 6sszetevoi koziil a natrium-
dihidrogén-foszfat, a dinatrium-hidrogén-foszfat, a HCI, a NaOH és a natrium-dodecil-szulfat
(SDS) a Reanaltol (Magyarorszag) szarmaztak. A 180 pg/mL torzsoldatot TMZ (Temodal 20
mg, Schering-Plough, Magyarorszag) vizben torténd feloldasaval készitettiik.

A kapillarisokat puffer elektrolittal 5 percen keresztiil elékondicionaltuk: 1 M NaOH-al
(10 perc), 0,1 M NaOH-al (10 perc), vizzel (5 perc) és pufferrel (20 perc) mostuk. A szérum
mintak analizise esetén utokondicionalasként 0,5 M NaOH-ot (3 perc), 0,3 M SDS-t (3 perc) és
puffert (3 perc) alkalmaztunk, hogy eltavolitsuk az Osszes lehetséges adszorbealt anyagot a
kapillarisrol. A CE analizis eldtt az 6sszes puffert 0,45 um-es szlirén filtraltuk és hiitében + 4

°C-on taroltuk.
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Mivel a TMZ és bomlastermékei minimalis toltéssel rendelkeznek, a micellaris
elektrokinetikus kromatografiat (MEKC) hasznaltuk arra, hogy elvalasszuk dket egymastol és
a neutralis komponensektél. 20 mM alatti SDS tartalmii elektrolit esetében a neutralis
komponensek kozotti elvalasztds nem volt elérhetd, viszont 100 mM SDS tartalmt pufter
elektrolit alkalmazasaval nagyon jelentds hdtermelddést tapasztaltunk. Az optimalis SDS
tartalom a puffer elektrolit szamara 40 mM-nak bizonyult. Az elektrolitok pH-ja illetve
ionerdssége szinte egyaltalan nincs hatassal a vizsgalt komponensek effektiv mobilitasara, csak
az elektroozmotikus aramlast (EOF) befolyasolta. Az analizis ideje pH 9-es értéken volt a
legrovidebb, viszont a felbontés rosszabb volt, mint az alacsonyabb pH értékeken. Savas puffert
alkalmazva az elektroforetikus futtatas soran a TMZ degradacidja nagyobb foku volt. Az
optimalis pH érték a szeparacié szamara 7-nek bizonyult, és ezen a pH-n elfogadhat6 felbontast
lehetett elérni €s az analizis ideje is rovid maradt. A felbontas €és a puffer ionerdsségének
Osszefliggését (5-100 mM foszfat) is vizsgaltuk, de utobbinak szamottevd hatasa a szeparaciora
nem igazolodott.

A puffer koncentraciojanak novelésekor a migracios id6 enyhén megemelkedett. 75 mM
folotti foszfat puffert hasznalva (40 mM SDS a pufferben), az aramerdsség 75 pA lett, ami a
csucsok kiszélesedését okozta. A MEKC technika optimalizalasa utan a puffer elektrolit 25 mM
foszfatot, 40 mM SDS-t tartalmazott pH 6,8-as értéken. Minden egyes komponenst a migracios

idejiik ¢€s jellegzetes UV spektrumuk alapjan azonositottunk.

3.4.2. A temozolomid intratumordlis koncentrdciojinak direkt meghatdarozdisa humdn

glioblasztomaban

Az agydaganatmintdkat jobb frontédlis rekurrens glioblasztomas beteg idegsebészeti
miitéte soran szereztiik be. A hullimzo6 panaszok miatt hospitalizalt beteg TMZ monoterapias
kezelés alatt allt, de rapid allapotrosszabbodas kovetden siirgds miitétre keriilt sor. Az utolso
TMZ adagjat (400mg) a miitét el6tt 1 oraval vette be. A miitét soran 3 daganatmintat (0,9915
g, 0,7803 g és 0,7647 g) és egy nem daganatos, normal agyi szovetmintat (peritumoralis
agyallomany a daganatot fedo frontalis pdluson, 0,3782 @) gyljtottink 15 perces
idéintervallumokkal, majd a mintakat egyb6l folyékony nitrogén felszinén lefagyasztottuk és -
80 °C-on taroltuk az analizisig.

Az intratumoralis gyogyszerszint vizsgdlatdhoz a szérumszint meghatarozaséara is
sziikség volt. A glioblasztomas beteg szérum mintait az egyszeri 400 mg dozisa TMZ oralis

alkalmazasa utan 30-250 perccel gyiijtottik. Tovabba nem tumoros betegektdl szarmazo
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szérum mintdkat is alkalmaztunk kontrollként illetve a matrix hatasok tanulményozasdhoz. A
mintakat tomény sdsavval savanyitottuk 2 koriili pH-értékre (1 mL szérumhoz 10 pL tdmény
HCl-ot adtunk és Osszekevertiik), hogy elkeriiljiik a TMZ hidrolizisét. Minden mintat -20 °C-
on taroltunk az analizis el6tt. A CE analizist megeldzden a szérum mintékat 15 percen keresztiil

4 °C-on 9000 rpm-en centrifugaltuk.

A nem tumoros agyszovet- illetve tumormintakat liofilizaltuk, majd homogenizaltuk.
Ezutan a homogenizatumokat (0,0075-0,12 g) kis térfogatu (300-600 ulL) 1M-0s HCI-ban
gondosan feloldottuk. A vizes oldat pH-jat az el6készitési folyamatok soran erésen savas
tartomanyban, 2 alatt tartottuk, hogy elkeriiljik a TMZ hidrolizisét. Az igy nyert sird,
viszkozus oldatot lehtitottiik és 15 percen keresztiil 4 °C-on 9000 rpm-en centrifugaltuk. A
szupernatanst kozvetleniil a CE eszkdzbe injektaluk. Az elddusitashoz a feliiluszoébol 50 pL
térfogatot extraktaltunk 3x 300 pL etil-acetattal (10 perc vortex-keveréssel). A mintakat -20

°C-on taroltuk az analizis elott.

3.5. Az EGFR és az integrinek kolcsonhatasanak szerepe asztrocitomakban

3.5.1. Az ErbBl (EGFR) és az integrin-fil kozti molekularis interakcio vizsgalata

asztrocitomakban

Intraoperativ friss fagyasztott II-es és IV-es gradusu asztrocitomak széveti metszeteirdl
késziiltek fluoreszcencia energia transzfer (FRET) mérések konfokalis mikroszkop
haszndlataval. 10 db II-es gradust asztrocitoma (életkor: 18-59 év, atlagos életkor 37,8 év, 5
férfi és 5 nd) és 10 db IV-es gradust asztrocitoma (életkor: 42-73 év, atlagos ¢életkor 61,4 év, 3
férfi és 7 nd) mintaval dolgoztunk.

A szovetmintdkat folyékony nitrogénben hiitott iso-pentanban (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO) gyorsfagyasztottuk. A Tissue-Tek O.C.T.-be agyazas utan 15 um széles
metszeteket készitettiink a Shandon Cryotom rendszer segitségével (AS-0620E, ThermoFisher
Scientific Inc., Waltham, MA) -20 °C-on. A szilannal burkolt targylemezekre helyezett
metszeteket szaritottuk és 4%-0s PFA-PBS-ben 30 percig fixaltuk, majd 1%-0s BSA-PBS-ben
30 percen 4t blokkoltuk. Ezutan 20 pg/mL Cy3 konjugalt anti-ErbB1 antitesttel (Mab528) és
20 pg/mL CyS5 konjugalt anti-integrin-p1 antitesttel (TS2 klon) jeloltiik egy éjszakan at 4 °C-
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on inkubdlva, majd 3x mostuk és glicerolban montiroztuk. A hisztoldégiai meghatarozas rutin

patologiai vizsgalat soran tortént.

Antitestek

Az ErbBl és integrin-p1, elleni antitesteket hibridoma sejtvonalak szupernatansaib6l
nyertikk: 528 (IgG2a, #HB-8509), TS2/16.2.1 (1gG1, #HB-243, ATCC, Manassas, VA)
Sepharose 4B Fast Flow Protein G gyongyok segitségével az 1gG2a esetében és Protein A
gyongyokkel az [gGlesetében (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Az antitestek jelolése Cy3, és

Cy5 (Amersham Biosciences Europe, Freiburg, Németorszag), festékekkel tortént.

A sejtek antitesttel valo jelolése

A mikroszkopos mérésekhez, a LabTek II fedélemezeihez tapadt sejteket (Nalga Nunc
International, Rochester, NY) 3x mostuk PBS-ben majd az X-FITC, Cy3 vagy a Cy5-tel
konjugalt antitestek telitdé koncentracioval jeldltik jégen, 30 percen at. Ezutan 3x PBS-ben

mostuk és 500 uL 4 %-os formaldehid-PBS-ben fixaltuk 20 percen keresztiil.

Konfokalis mikroszképidhoz egy Zeiss LSMS510 CLSM (Carl Zeiss, Jena,
Németorszag) késziiléket alkalmaztunk Plan-Apochromat 63x/1.40NA olaj immerzios
objektivvel és egy UV/488/543/633 sugarelosztoval. Az X-FITC, Cy3 és Cy5 fluroforokat 488,
543, és 633 nm-en excitaltuk és 505-535 nm, 560—-605 nm band pass, ¢s 650 nm long pass
szurokkel detektaltuk. 1-3 um vastag, 4x atlagolt optikai szekcidkat (512 x 512 pixel 12 biten)
képeztiink le multitrack modban, hogy a csatornak kozotti interakciokat kikiiszoboljik. A

szoveti mintdk expresszids értékeinek meghatdrozdsara a képeket tile modban készitettiik el.

Statisztikai analizis

Az analiziseket a SigmaStat 3.5.0.54 segitségével végeztiik (Systat Software, Inc.). A
[1-es és IV-es gradust asztrocitoma csoportokat kétmintds t-probaval vagy a normalitas
hianyaban Mann-Whitney teszttel vizsgaltuk, miutan a normal eloszlast Kolmogorov-Smirnov
szerint, Lilliefors’ korrekcidval ellendriztiik. Kettdnél tobb, normal eloszlast mutatd csoport
esetén ANOVA analizist és post-hoc Tukey's tesztet alkalmaztunk. Az ErbB1 és integrin-f1
expresszio és az ErbB1-integrin-pf1 heteroasszociacio relapszus-mentes idore kifejtett hatasat
lépésenkénti tobbszords linearis regresszioval hataroztuk meg. A fent emlitett paraméterek
tumor gradusra vonatkozd prediktiv erejét pedig lépésenkénti tobbszords binaris logisztikus

regresszioval allapitottuk meg. A tumor alcsoportok teljes és relapszus-mentes tulélését
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Kaplan-Meier analizis segitségével vizsgaltuk. A statisztikai Osszehasonlitas illetve a

szignifikanciaszint (p) becslése log-rank probaval tortént.

3.5.2. Az EGFR mutdcio szerepének vizsgalata rekurrens glioblasztomdaban

Betegek

A szovetmintakat a Debreceni Idegsebészeti Klinikan rekurrens GBM miatt operalt
betegek miitéte soran gyiijtottiik. Osszesen 20 olyan beteg mintain végeztiink méréseket, akik
korabban mar atestek miitéti tumor reszekcion illetve legalabb radioterapian majd ezutan ujult

ki a daganatuk.

A kis molekulasulyt EGFR kinéz inhibitor adjuvans terapia hatdsanak megbecsiilésé¢hez
az EGFR gén protein kindz doménjének, az EGFR fehérje expresszidjanak, az EGFR gén
amplifikaciojanak és mutacidjanak vizsgalatat végeztiik el rekurrens GBM mintakon az alabb

részletezett modszerekkel.

Immunhisztokémia
Az EGFR fehérje immunhisztokémiai vizsgalatat monoklonalis antittesttel végeztiik (2-
18C9 klon; PharmDx Kit, DAKO, Glostrup, Denmark) a gyarto eldirasainak megfelelden. A

tumorsejtek >1 %-anak membranfestddése jelentette a pozitiv eredményt.

Fluoreszcens in-situ hibridizacio (FISH)

A szovetmintakbdl 4 mikrométeres metszeteket készitettiink, melyeket a hibridizacid
eldtt Paraffin Pretreatment Reagent Kit II-vel kezeltiink (Vysis, IL, USA). A FISH vizsgélatot
Spectrum-Orange-val jelolt EGFR génprobaval és Spectrum-Green-nell jelolt 7-es
kontur-festését 15 ng/ml 4',6-diamino-2-phenylindole-al (Vysis) végeztiik. A zold és piros

jeleket 60 tumoros sejtmagban szamoltuk meg szoveti mintanként.

DNS izoldcio
Formalin-fixalt, paraffinba agyazott szovetmintakbol 10 um-es szeleteket vagtunk
eldobhat6 pengéjli mikrotom segitségével. A deparrafinizalt szoveteket proteindz K-tartalmu

pufferben reszuszpendaltuk és 60 °C-on 16 6ran keresztiil inkubaltuk, amig a szovetek teljesen

30



dc_1200_16

szolubilizalodtak. A DNS tisztitdsait EZ1 Biorobot és EZ1 DNS Tissue Kit segitségével
végeztiik (Qiagen, Hilden, Germany).

Nested PCR és DNS szekvendlas

Nyolc par, az EGFR gén 18, 19, 20 és 21 exonjaira specifikus primert alkalmaztunk a a
nested polimeraz lanc reakcidhoz (nPCR). Az elsé PCR 100 ng templat DNS-t tartalmazott,
300 nM forward és reverz primert, 5 ul Expand High Fidelity PCR (Roche, Basel, Switzerland)
mester mixet, 2.6 U Expand High Fidelity enzim mixet (Roche) és 200 uM-et minden dNTP-
bol 50 ul térfogatban. A PCR-el elsé korben amplifikalt mintdkat egy masodik korés nPCR
vizsgalatnak is alavetettiik. A masodik PCR 3pul-t tartalmazott az el6z6bdl és 300 nM forward
és reverz primert, 5 pul Expand High Fidelity PCR (Roche) master mixet, 2.6 U Expand High
Fidelity enzim mixet (Roche) és 200 uM-et minden dNTP-b6l 50 ul térfogatban.

A PCR ciklusok paramétereit az elsd ciklus sordn 94 °C-os denaturacio jellemezte 2
percen keresztiil, majd 35 ciklus kovetkezett 94 °C-on egyenként 15 masodperc iddtartamban
(denaturacid), majd 56 °C 30 masodpercig (hékezelés) és 72 °C 1 percig (extenzio). A PCR
termékeket 2%-os agar6z gélen elektroforetizaltuk annak érdekében, hogy az egy szalu DNS
jelenlétét igazolni tudjuk. A PCR termékeket a High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
segitségével tisztitottuk meg. A tisztitott DNS szekvenalasat a BigDye Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) segitségével végeztiik 20 ng PCR
termék, 3.2 pmol forward vagy rezerv primer illetve 0sszesen 20 ul térfogatban 1évé 8 pl
Terminator Ready Reaction Mix felhasznalasaval. A szekvenalast kovetd DyeEx 2.0 Kit-el
(Qiagen, Hilden, Germany) elvégzett tisztitas utan az elektroforézist illetve az adatelemzést az

ABI 310 Genetic Analizator (Applied Biosystems) segitségével végeztiik el.

3.6. Agyi attéti daganat és gliomak invazivitasanak osszehasonlitasa

Betegek

Szévetmintdink a Debreceni Idegsebészeti Szovet- és Agydaganatbankbol szarmaztak:
mitét soran a daganat széli részébdl eltavolitott és folyékony nitrogén felszinén azonnal
lefagyasztott majd -80°C-on tarolt mintakon végeztiink méréseket. A vizsgalatokhoz csak a
terapias célu beavatkozasok soran eltavolitott szovetmintdkat hasznaltuk, igy a beteg szdmara

semmilyen, a rutin kezeléstdl eltérd kockazat nem keletkezett. Tekintettel az anaplasztikus
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daganatok heterogén jellegére a vizsgalatok soran minden fagyasztott tumordarabbol szovettani
metszetet is készitettiink a szovettani mikrolokularis diagndzis megerdsitéséhez.

A célkitlizésekben megfogalmazott kérdések megvalaszolasdhoz négy fazisban
végeztiik el méréseinket. Az egyes fazisban vizsgalt szovetmintdk és molekulak listait a 2.
tablazatban foglaltuk Ossze. Az elsé fazisban az irodalom attekintése alapjan Osszeéllitottuk
azoknak a molekuldknak a listajat, melyek a peritumoralis invazidban szerepet jatszhatnak (3.
tablazat). Ezeknek a géneknek az mRNS expresszidjat meghataroztuk 5 GBM, 5 peritumoralis
normal agyszovet €s 5 tiidé adenokarcindma intracerebralis attétbol szarmazo szovet-mintaban.
Ezutan az mRNS expresszios értekeket a kiilonb6zd szovettani csoportok kozott
Osszehasonlitva meghataroztuk azoknak a molekuldaknak a korét, melyek szignifikans eltérést

mutatva a nagyobb esetszamu vizsgalatokhoz tovabbi mérések céljara érdemesnek talaltunk.

Az eldzetes mérések alapjan az egyes tumorcsoportok nagyobb szamu analizis¢hez
Osszeallitott molekulak listajat invazios panelnek neveztiik el. Konkrét, publikaldsra érdemes

eredményeink mar ennek a célzottan 6sszevalogatott invazios panelnek a mérési eredményeibdl

sziilettek.
Fazis Célmolekulik szima Sziivett.ani tl'p’usok és | mmunhisztokémiz’ival vizsgalt
mintaszam molekulak
1 5| GBM
' 96 5| MET -

5| NORM

2 23 4 | GBM neurokan, verzikan,
4 | MET szindekian, MMP-2, 9

3 11 | GBM agrin, neurokan,

30 10 | MET szindekan, verzikan,

9 | NORM hialuoronsav, MMP-2, -9
9| A-ll

4 2% 10 | MET brevikan, neurokan,
8 | SCH tenaszcin-C, verzikan
9 | NORM

2. tablazat. A kiilonb6z6 eredetli intrakranialis daganatok invazidban szerepet jatszo extracellularis matrix-
molekuldk meghatarozasanak fazisai. GBM = glioblasztoma, MET = tiid6 adenokarcinéma agyi attéte, NORM =
nem tumoros (peritumoralis) agyallomany, A-Il = ll-es gradusu asztrocitoma, SCH = schwannoma, MMP = matrix
metalloproteindz
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A masodik fazisban az elézetes mérések alapjan megéllapitott invazios panelt vizsgaltuk
8 szovetmintdn: 4 GBM ¢és 4 tiidé adenokarcindma agyi attéti daganataban. 23 invazidban
szerepet jatsz6 ECM molekula mRNS expresszios szintjét hartdroztuk meg és koziilik 5
molekula esetében immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatot is végeztiink. A harmadik fazisban
elvégzett mérésekhez 30 szovetmintat elemeztiink: 11 glioblasztomat, 10 tiidé eredeti
adenokarcindéma szoliter agyi attétét és 9 peritumoralis agyszovetmintat valogattunk Gssze,
melyeknél 30 invaziés molekula mRNS expressziojat mértiik meg €s 7 molekula (IHC)
analizisét végeztiikk el. A negyedik méréshez Osszesen 36 szovetmintat vizsgaltunk: 9 I1-es
gradusti asztrocitoma, 10 tiidé adenokarcindma agyi metasztazis, 8 schwannoma és 9
tumormentes peritumoralis agyszovetmintat dolgoztunk fel. Ebben a fazisban az invazios panel
26 molekulabdl 4llt és 4 molekulan végeztiink IHC vizsgélatot.

Az RNS analizisre szadnt mintdkbol eldbb metszeteket készitettiink szdvettani
diagnézishoz ¢és immunhisztokémiai vizsgalatokra, majd a maradék szovetdarabot RNS
izolalasra tovabbitottuk. A szovettani diagnozist a klinikumtdl fiiggetlen sorstt kodolt mintdkon

gyakorlott neuropatologus allapitotta meg.
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Fehérjék Gének TLDA azonosito
Beta-actin ACTB Hs99999903 m1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH Hs99999905 m1
Beta-2-microglobulin B2M Hs00187842 m1
CD44 CD44 Hs00153304 m1
CD168 (RHAMM) HMMR Hs00234864 m1
Aggrekan AGC1 Hs00153936_m1
Verzikan CSPG2 Hs00171642 m1
Brevikan BCAN Hs00222607_m1
Neurokan CSPG3 Hs00189270 m1
Neuroglikan C CSPG5 Hs00198108 m1
HAS1 HAS1 Hs00758053 m1
HAS2 HAS2 Hs00193435 m1
HAS3 HAS3 Hs00193436_m1
Kondroitinases (AC és ABC) GALNS Hs00166833 m1
Szindekan1 SDC1 Hs00174579 m1l
Szindekan2 (HSPG1) SDC2 Hs00299807 m1
Szindekan3 (N-Szindekan) SDC3 Hs00206320 _m1
Szindekan4 (Amphiglycan, Ryudocan) SDC4 Hs00161617 m1
Laminin alphal LAMA1L Hs00300550 _m1
Laminin alpha2 LAMA2 Hs00166308 m1
Laminin alpha4 LAMA4 Hs00158588 m1
Laminin betal LAMB1 Hs00158620 m1
Laminin beta2 LAMB?2 Hs00158642 m1
Laminin gammal LAMC1 Hs00267056_m1
Tenaszcin-C (Hexabrachion) TNC Hs00233648 m1l
Tenaszcin-R (Restrictin, Janusin) TNR Hs00162855 m1
Fibronektin FN1 Hs00277509 m1
(Matrilinl) MATN1 Hs00159075 m1
Matrilin2 MATN2 Hs00242753 m1
Fibrillinl FBN1 Hs00171191 m1
Fibrillin2 FBN2 Hs00417208 m

Fibrillin3 FBN3_HUMAN Hs00261049 m1
Elasztin ELN Hs00355783 m1
Agrin AGRN Hs00394748 m1l
Perlekan (HSPG2) HSPG2 Hs00194179 m1
Kollagén - Type | alphal COL1A1l Hs00164004 m1l
Kollagén - Type Il alphal COL3A1l Hs00164103 m1l
Kollagén - Type IV alphal COL4A1l Hs00266237 _m1
Kollagén - Type VIII alphal COL8A1l Hs00156669 m1
Kollagén - Type VIII alpha2 COL8A2 Hs00697025 m1
Aquaporinl AQP1 Hs00166067_m1
Aquaporin2 AQP2 Hs00166640 m1
Aquaporin3 AQP3 Hs00185020 m1
Aquaporin4 AQP4 Hs00242342 m1
FGF8 FGF8 Hs00171832_m1
WNT1 WNT1 Hs00180529 m1
WNT?2 WNT?2 Hs00608224 m1
WNT2B WNT2B Hs00244632_m1
Lactadherin (MFG-E8, HMFG) MFGE8 Hs00170712 m1
Kadherin E CDH1 Hs00393592 m1
Kadherin N CDH2 Hs00169953 m1
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https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs99999905_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00187842_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00153304_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=CD44&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00234864_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=HMMR&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00153936_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=AGC1&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00171642_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=CSPG2&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00222607_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=BCAN&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00189270_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=CSPG3&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00198108_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=CSPG5&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00758053_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00193435_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00193436_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00166833_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00174579_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00299807_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00206320_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00161617_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00300550_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00166308_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00158588_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00158620_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00158642_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00267056_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233648_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=2&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00162855_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00415006_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00159075_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00242753_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00171191_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00417208_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00261049_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00355783_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00394748_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00194179_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00164004_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00164103_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00266237_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00156669_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00697025_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00166067_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00166640_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00185020_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00242342_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00180529_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00608224_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00244632_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00170712_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00393592_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00169953_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&

dc_1200_16

52 Kadherin N2 - Brain Kadherin CDH12 Hs00415843 m1
53  Kadherin P CDH3 Hs00354998 m1
54  TGF Betal (Camurati-Engelmann disease) TGFB1 Hs99999918 m1
55  TGF Beta2 TGFB2 Hs00234244 m1
56 TGF Beta3 TGFB3 Hs00234245 m1
57  TGF Beta-induced, 68kDa TGFBI Hs00165908 m1
58  TGF Beta-induced factor (TALE family homeobox) TGIF Hs00820148 g1
59  TGF Beta-induced factor2 (TALE family homeobox) TGIF2 Hs00222358 m1
60 TGF Beta-induced factor2-like, X-linked TGIF2LX Hs00536782 sl
61 TGF Beta-induced factor2-like, Y-linked TGIF2LY Hs00536782 sl
62  Transglutaminasel (K polypeptide epidermal type I) TGM1 Hs00165929 m1
63  Transglutaminase2 (C polypeptide) TGM2 Hs00190278 m1
64  Transglutaminase3 (E polypeptide) TGM3 Hs00162752 _m1
65  Transglutaminase5 TGM5 Hs00188562 m1
66  Transglutaminase? TGM7 Hs00369497 m1
67  Factor XIII Al F13A1 Hs00173388_m1
68  Factor XIII B F13B Hs00157471 m1
69 Integrin - Alphal ITGAL - PELO Hs00235030_m1
70  Alpha2 (CD49B) ITGA2 Hs00158148 m1
71  Alpha2B (CD41B) ITGA2B Hs00385235_m1
72  Alpha3 (CD49C) ITGA3 Hs00233722 m1
73 Alpha5 (Fibronektin receptor) ITGAS Hs00233732_m1
74 Alpha6 ITGA6 Hs00173952_m1
75  Alpha7 ITGA7 Hs00174397_m1
76  Alpha8 ITGAS Hs00233321 m1
77  Alpha9 ITGA9 Hs00174408 m1
78  Alphal0 ITGA10 Hs00174623 m1
79  Alphall ITGA1l Hs00201927 m1
80 Betal (Fibronektin receptor, CD29) ITGB1 Hs00559595 m1
81 Beta2 (CD18) ITGB2 Hs00164957 m1
82  Beta3 (CD61) ITGB3 Hs00173978 m1
83 Betad ITGB4 Hs00236216 _m1
84  Betab ITGB5 Hs00609896 _m1
85 MMP-1 (Interstitial Kollagenase) MMP1 Hs00233958 m1
86 MMP-2 (Gelatinase A) MMP2 Hs00234422 m1l
87  MMP-8 (Neutrophil Kollagenase) MMP8 Hs00233972 m1l
88 MMP-9 (Gelatinase B) MMP9 Hs00234579 m1l
89 MMP-13 (Kollagenase 3) MMP13 Hs00233992 m1l
90 EGFR (erb B1) EGFR Hs00193306_m1
91 erbB2 ERBB2 Hs00170433 m1
92 erbB3 ERBB3 Hs00176538 m1
93 erbB4 ERBB4 Hs00171783 m1
94  Glial fibrillary acidic protein GFAP Hs00157674 m1
95 CEA=CEACAM5 PSG2/CEACAM5  Hs00237075 m1l
96 Citokeratin-18 KRT18 Hs01920599 gH
97  Citokeratin-19 KRT19 Hs00761767 sl
98 Ki-67 MKI67 Hs00606991 m1

3. tablazat. Az elozetes mRNS expresszios szintek meghatarozasahoz az irodalmi eredmények alapjan dsszeallitott
molekula- és génlista
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https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00415843_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00354998_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs99999918_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00234244_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00234245_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00165908_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00820148_g1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00222358_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00536782_s1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00536782_s1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00165929_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00190278_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00162752_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00188562_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00369497_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00173388_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00157471_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00235030_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00158148_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00385235_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233722_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233732_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00173952_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00174397_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233321_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00174408_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00174623_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00201927_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00559595_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00164957_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00173978_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00236216_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00609896_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233958_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00234422_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233972_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00234579_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233992_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00193306_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00170433_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00176538_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00171783_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00157674_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00237075_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs01920599_gH&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00761767_s1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00606991_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
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mRNS analizis

A kivéalasztott molekulacsoport mRNS expresszidjat egyedi rendelés alapjan eldallitott
un. ,,DNS-kartya” segitségével végeztiik el (,,Micro Fluidic Card” - Applied Biosystems, USA).
Az invazids panelt alkoto sejtfelszini receptorokat és ligandjaikat vizsgaltuk. A tumor eredetét
igazol6 markereket (glial fibrillary acidic protein [GFAP] és citokeratin 18,19), a Ki-67
proliferacios markert és belsé standardként a beta-aktin és glicerinaldehid 3-foszfat
dehidrogenaz [GAPDH] expresszidjat szintén vizsgaltuk.

A frissen (folyékony nitrogénben) fagyasztott mintdkat manualis CryoPress eszkozzel
(Microtec Co., Ltd, Japan) porlasztottuk. A frissen porlasztott mintdkat ezutan a megfeleld
mennyiségli TriReagent (Invitrogen, USA) oldatba helyeztiikk, és azonnal rotor-stator
homogenizatorral homogenizaltuk. Total RNS-t a TriReagent lizatumbol a gyartd eldirdsai
alapjan vontuk ki. Az RNS tisztasagadt ¢és mennyiségét NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA) segitségével hataroztuk meg majd —80°C-
on taroltuk. RNS mindségét 1,2%-os agardz gélelektroforézissel vizsgaltuk ethidium bromide
festék segitségével. Total RNS-t egylanci cDNS-be konvertaltuk High Capacity cDNA Archive
Kit with RNasin (Applied Biosystems, USA) segitségével (600 ng total RNS mintanként egy
reverz transzkriptaz reakcioban). Az atirt cDNS-t egy ,,microfluidic card” portjaiba helyeztiik.

TagMan Low Density Array (TLDA) kisérleteket végeztink Applied Biosystems
7900HT real-time PCR rendszer segitségével Micro Fluidic Card upgrade-ben (Applied
Biosystems, USA). A Micro Fluidic Card format a mintankénti 40 gén analizisét teszi lehet6veé.
Minden mintardl masolat is késziilt, amit szintén analizaltunk. A Micro Fluidic Card-dal nyert
eredményeket SDS 2.1 software segitségével elemeztiik ki automatikus kiiszobérték mellett és
a mar meghatarozott Cr értéket hasznalva hatdroztuk meg a mintdkban jelenlévé cDNS
mennyiségét. Minden esetben meghataroztuk a “housekeeping” GAPDH gén expresszios
mértékét is. A GAPDH mutatta a legkisebb variaciot az egyes mintak kozott és referencia
génként szolgalt a dCt értékek kiszamitasanal.

Expresszios értékeket a comparative Ct method segitségével hataroztuk meg, ahogy azt
az irodalomban mar korabban leirtdk (Livak és Schmittgen, 2001). Roviden, feltételezve, hogy
a PCR hatékonysaga barmely gén esetében TLD-Assay-t hasznalva az 1-hez kozelit, egy
tumoros vagy normal (kalibrator) mintaban a gén mRNS expressziojat (Han és mtsai. 2005)

Ossze lehet hasonlitani a kdvetkez6 egyenlet segitségével (Hirose és mtsai. 2001):

2—dCTtumor 2—dCTnormaI

Xtumor = €s Xnormal =
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279CT ¢rtékét GeneSpring 7.3 software (Silicon Genetics, Redwood City CA, USA) segitségével

hataroztuk meg; igy megkaptuk az egyedi, individualis mRNS expresszids (X) kiilonbségeket

a mintakon beliili kategoridkban.

Immunhisztokémia (IHC) és mikroszkopos analizis

Az els6 fazisban IHC vizsgélatokat nem végeztiink.

A masodik fazisban 5 molekula THC fest6dési intenzitasat vizsgaltuk: neurokan,
szindekan, verzikan, MMP-2 és MMP-9.

A harmadik fazisban tortént méréseknél a mRNS meghatarozas eredményeinek
értékelése utan hét molekulat valasztottunk ki és vizsgaltunk fehérjeszinten immunhiszto-
kémiailag: az agrint, a neurokant, a szindekant, a vezikant, a MMP-2-t és 9-et, valamint a
hialuronant.

A negyedik fazisban a mRNS eredmények értékelése utan a brevikan, neurokan,

tenaszcin-C és a verzikan keriilt kivalasztasra proteinszint(i immunhisztokémiai vizsgalatra.

A fagyasztott mintakat Saint Marie oldatban (Sainte-Marie, 1962; Tuckett és Morriss-
Kay, 1988) fixaltuk 24 oran keresztiil 4°C-on. A fixaci6 és dehidracid utan a mintakat viaszba
agyaztuk és 5-um vastag szeleteket készitettiink. A mintakat haematoxylin-eosin festékkel
festettiik meg, de emellett immunhisztokémiai eljarast is alkalmaztunk a kévetkezd protokoll
szerint: a mintakat eldinkubaltuk ready-to-use 2.5% normal horse szérumban (Vector,
Burlingame, CA, USA) 30 percen keresztiil 37°C-on, igy a nem specifikus primer antitest
kotoédését gatoltuk meg. Brevikan meghatarozasahoz MAB40091 (Monoclonalis Antibody
Brevikan40091) (R&D Systems, Minneapolis, USA), neurokdnhoz AB26003 (ABCAM,
Cambridge, USA), tenaszcinhoz AB19011 és a verzikanhoz AB1032 (Chemicon, Millipore,
USA) antitesteket hasznaltunk.

A metszeteket ezutdn 4 °C-on inkubdltuk 12 6ran keresztiil a megfeleléen higitott
antitesteket tartalmazd oldatban. A morfologiai vizsgilatokhoz immunhisztokémiai és
hemalaun festést végeztiink.

Az immunhisztokémiai metszeteket harom kiilonb6z0, tapasztalt kutato elemezte ki és
értékelte a 2. fazisban 1-t614-ig, a 3. fazisban a kiilonbségek észlelésének finomitasa érdekében
1-t61 5-ig terjedd skalan. A pontértékek az intercellularis stroma festddési intenzitasat
jellemezték, ahol az 1-es érték a negativ, a maximalis érték a legintenzivebben festddé mintat

jelentette.
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Statisztikai modszerek

A mérések pontositasa €s a statisztikai analizis érdekében minden quantitative real time
polymerase chain reaction (QRT-PCR) mérést kétszer végeztiink el. Mintaink statisztikai
elemzése sordan az egyes gének expresszids szintjei kozotti kiillonbség meghatarozasahoz a
Mann-Whitney féle U-probat alkalmaztuk. A p<0,05 esetén az eredményeket szignifikansnak
tekintettiik.

3.7. A jelenlegi onkoterapia hatasa az invaziés panel molekulidinak expresszidjara

Betegek

Ehhez a tanulmanyhoz 31, idegsebészeti miitét soran eltavolitott €s intraoperative
gyorsfagyasztott human GBM szdvetmintat vizsgaltunk. A mintakat a Debreceni Idegsebészeti
Agydaganat ¢és Szovetbankbol valogattuk ki ugy, hogy 15 minta onkoterapiaban még nem
részesiilt betegtdl szarmazott, 16 esetben pedig sugar- €s kemoterapiat kovetden kiajult daganat
reszekcidja soran nyert tumorszévetet dolgoztunk fel. A betegek onkoterapiajanak
Osszefoglalasat az 4. tablazat tartalmazza. A miitét sordn eltavolitott mintat azonnal folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk, és feldolgozasig -80°C-on taroltunk. A szdvettani diagnozist
tapasztalt neuropatologus verifikalta. A szovetmintakban az invazios panel részeként 19 darab
ECM alkotéelem RNS ¢és fehérje szintli génexpresszidjat hatdroztuk meg. A matrix

molekuldkat, melyek kozott transzmembran fehérje, bontdé enzim és PG is van, a korabbi

kutatasi eredményeink alapjan valasztottuk ki [6,7] (5. tablazat).
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Betegszam Kezelés Betegszam Kezelés

Beteg 1 RT +2TEM Beteg 9 CRT +2TEM
Beteg 2 CRT+6 TEM Beteg 10 CRT +6 TEM
Beteg 3 CRT Beteg 11 CRT

Beteg 4 RT +4 TEM Beteg 12 CRT +2TEM
Beteg 5 CRT +6 TEM Beteg 13 RT + 15 TEM
Beteg 6 CRT +6 TEM Beteg 14 CRT

Beteg 7 CRT +6 TEM Beteg 15 RT + 15 TEM
Beteg 8 CRT Beteg 16 CRT+1TEM

srer

konkurald kemoirradiacié (RT+7 Smg/m? temozolomid napi ad4sa), TEM: temozolomid monoterapia (elsé ciklus:
150 mg/m?, utana 200 mg/m?)

5. tablazat. A vizsgalt gének (invazios panel) és az RNS analizis soran hasznalt assay probak listdja

Gén TLDA azonositd
Brevikan BCAN-Hs00222607_m1
Kadherin-N2 CDH12-Hs00415843 m1l
CD168 HMMR-Hs00234864_m1

Kollagén type 111 alphal
Erb B2

Fibronektin

Integrin alphal

Integrin alpha3

Integrin alpha7

Integrin betal

Laminin alpha4

Laminin betal

Matrix metalloproteinase-2
Matrix metalloproteinase-9

COL3A1-Hs00164103_m1
ERBB2-Hs00170433_m1
FN1-Hs00277509_m1
ITGA1-Hs00235030_m1
ITGA3-Hs00233722_m1
ITGA7-Hs00174397_m1
ITGB1-Hs00559595_m1
LAMA4-Hs00158588_m1
LAMB1-Hs00158620_m1
MMP2-Hs00234422_m1
MMP9-Hs00234579_m1

Neurokan NCAN-Hs00189270_m1
Szindekan-1 SDC1-Hs00174579_m1
Tenaszcin-C TNC-Hs00233648 m1
Tenaszcin-R TNR-Hs00162855 m1
Verzikan VCAN-Hs00171642_m1
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A vizsgalt molekuldk mintdkban valé mRNS szintjét valos idejii kvantitativ reverz
transzkriptaz-polimeraz lancreakcido (RT-QPCR) segitségével mértiik meg, a kapott értékeket
pedig komparativ Ct mdédszerrel szamoltuk ki a korabban bevalt modszer szerint [88, 89].

Az mRNS szint meghatiarozasat kdvetéen kvantitativ fehérje analizist végeztiink.
El6szor szovet homogenizatumot készitettiink, ugyaniagy, mint a QRT-PCR-hoz, azonban a
szoveti lizishez 50 mM Tris, 1ImM EDTA, 17 mM beta-mercaptoethanol és 0.5% Triton-X100
lizis puffert hasznaltuk. A homogenizatum fehérje koncentracidjat Bradford-modszerrel mértiik
meg [90]. A fehérjék relativ mennyiségének meghatarozasarat az SRM (selected reaction
monitoring) célzott tomegspektrometrias modszerével végeztik [91-95]. A kapott SRM
spektrum gorbe alatti terliletének kiszamitasaval, és tovabbi szoftveres analizissel (Analyst

1.4.2) megkaptuk az egyes mintak fehérje szintjeit.

Statisztikai modszerek
Fehérje és mRNS szinten is a szignifikans expressziokiilonbséget Mann-Whitney U-
teszttel hataroztuk meg. A szignifikancia szint p<0,05 volt, emellett 95%-o0s konfidencia

mtervallumot is szamoltunk.

3.8. A peritumoralis agyallomany szerepe a tumorinvazioban

Betegek

Osszesen 27, idegsebészeti miitét soran eltdvolitott human agyszdvetminta keriilt
feldolgozasra. Az aladbbi harom szdveti tipust kiilonboztettiik meg: GBM makroszkdposan
kozvetleniil daganat melletti teriilete (peri-GBM, 9 db), tiidé adenokarcindma intracerebralis
metasztdzis peritumoralis zonaja (peri-Met, 9 db) és nem tumoros agyszovet (Norm, 9 db). A
peritumoralis mintavételek csak akkor torténtek meg, amikor az a tumor eltavolitdsa soran
elkeriilhetetlen volt. A nem tumoros agyszdvetmintdkat epilepszia sebészet soran eltavolitott
agyrészletekbdl gylijtottiilk. Mindegyik mintat a tovabbi vizsgalatok megkezdése eldtt tapasztalt

neuropatologus értékelte és osztalyozta.
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Gén TLDA azonosit6
Brevikan BCAN-Hs00222607_m1
Kadherin-N2 CDH12-Hs00415843_m1
Kollagén type 111 alphal COL3A1-Hs00164103_m1
EGFR (erb B1) EGFR-Hs00193306_m1
Erb B2 ERBB2-Hs00170433_m1
Fibronektin FN1-Hs00277509_m1
CD168 HMMR-Hs00234864_m1
Integrin alphal ITGA1-Hs00235030_m1
Integrin alpha3 ITGA3-Hs00233722_m1
Integrin alpha7 ITGA7-Hs00174397_m1
Integrin betal ITGB1-Hs00559595_m1
Laminin alpha4 LAMAA4-Hs00158588 m1
Laminin betal LAMB1-Hs00158620_m1
Matrix metalloproteinase-2 MMP2-Hs00234422_m1
Matrix metalloproteinase-9 MMP9-Hs00234579_m1
Neurokan NCAN-Hs00189270_m1
Tenaszcin-C TNC-Hs00233648_m1
Tenaszcin-R TNR-Hs00162855 m1
Verzikan VCAN-Hs00171642_m1

6. tablazat. A vizsgalt gének (invazios panel) és RNS analizis soran hasznalt assay probaik listaja

Az invdzios panel molekulai mMRNS és fehérje expressziojanak meghatdrozasa
A molekuldkat korabbi kutatasi eredményeink alapjan valasztottuk ki (6. tablazat) és a
korabban részletezett modon végeztiik el az RNS ¢€s fehérje expresszios értékek meghatarozasat

[89, 92, 94, 95].

Statisztikai modszerek

A harom szdvettani csoport kozott fennallo feltételezett kiilonbség igazolasara ANOV A
tesztet hasznaltunk ahol ennek a feltételei teljesiiltek, mas esetben pedig Kruskal-Wallis tesztet.
Két csoport 0sszehasonlitdsa soran Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk, igy tudtunk gén és
fehérje szinten szignifikansan kiilonb6z6 expresszios szintet azonositani. Szignifikancia szintet
p<0,05-nél hataroztuk meg és a szignifikans eltéréseknél 95%-0s konfidencia intervallumot
(CI) is szadmoltunk.
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3.9. Az invazios spektrum prognosztikai szerepének vizsgalata glioblasztomaban

Kutatasunk soran az Agydaganat- és Szovetbankbol szarmazd, intraoperative
gyorsfagyasztott GBM mintak esetében végeztiink méréseket. Az mRNS és protein expressziot
20 ECM alkoto esetében vizsgaltuk (invazios panel), melyeket a korabbi eredményeink alapjan

valasztottunk Ki. Az invazids panelbe ezuttal bevalogatott molekulakat a 7. tablazat tartalmazza.

1 |brevikan 11 |integrin, beta-1 chain
2 kadherin-12 12 |laminin, alpha-4 chain
3 kollagén, type 111, alpha-1 chain 13 |laminin, beta-1 chain
4 EGFR 14 | MMP-2

5 ERBB2 15 |MMP-9

6 fibronektin-1 16 |neurokan

7 HMMR (CD168, RHAMM) 17 |szindekéan-1

8 integrin, alpha-1 chain 18 [tenaszcin-C

9 integrin, alpha-3 chain 19 |tenaszcin-R

10 |integrin, alpha-7 chain 20 |verzikan

7. tablazat. A kutatas soran vizsgalt invazids panelt képviseld6 ECM alkotok. A molekulak mRNS és protein szintii

expresszidjat QRT-PCR és tomegspektroszkop segitségével vizsgaltuk

Betegek és szovetmintdk

Vizsgélatainkhoz 26 betegbdl szarmaz6 GBM mintat vélasztottunk ki. A betegek
atlagos életkora: 58,694+8,01 min. 43 év max: 75 év volt. A mintabevalasztdsnal alapvetd
szempont volt, hogy minden beteg azonos kezelési protokoll szerint keriilt ellatasra: a betegek
subtotalis daganatreszekcid utan konkurald kemo-irradiacioban és TMZ monoterapiaban
részesiiltek. TMZ mellett bekovetkezd progresszido esetén bevacizumab monoterapiat
alkalmaztunk ameddig a klinikai allapot lehetové tette. A mintakat két csoportba osztottuk a
teljes talélés alapjan; sajat intézeti tapasztalataink alapjan a Stupp protokollban részesiild

betegek esetében meghatarozott atlagos, 23 honapos tulélést tekintettiik szelekcios tényezdnek.
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A 23 hénap vagy anndl révidebb teljes tuléléssel rendelkezd betegekbdl szarmazd mintakbol
képeztiik az ,,A” csoportot, mig a ,,B” csoportba a 23 honapnal nagyobb teljes tulélést mutatod

betegek kertiltek (A csoport 12 6, B csoport 14 6).

Modszer
A mintakban a kivalasztott molekuldk mRNS szintli expresszidjat kvantitativ real-time
PCR-ral, a fehérjeszintli expressziét tOmegspektrométerrel hataroztuk meg a korabbi

vizsgalatainkkal megegyezden.

Statisztikai elemzés

A tulélési, valamint a molekulak expresszidjanak mérésébdl szarmazod adatok
Osszehasonlitdsat kétmintas t-probaval, illetve statisztikai ardnybecsléssel végeztiik. Az egyes
molekulak talélésre gyakorolt hatasanak elemzése soran az LWL (locally weighted learning)
¢s ,,J48 pruned tree” dontési fa elnevezésii statisztikai osztalyozdkat hasznaltuk. A statisztikai

elemzést biomatematikus segitségével a Weka 3.6 statisztikai elemzdszoftverrel végeztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. A jelenlegi onkoterapia effektivitasanak meghatarozasa glioblasztoma esetében sajat

beteganyagon

A DE KK Idegsebészeti Klinikan 2002 és 2012 kozott a vizsgalati feltételeknek megfeleld
104 glioblasztomas beteg terapiafliggd tulélési adatainak elemzéséhez felhasznalt klinikai
paramétereket a 8. tdblazat tartalmazza.

Megfigyeléseink szerint az atlagéletkorokban (BSC: 66,1+£10,3; pRT: 65,6+18,9; RT:
63,7+ 8,5; RT+TMZ: 51,8+13,5; RT+TMZ+ BC: 55,249,6) szignifikans eltérés nem volt. Az
egyes csoportokban megvizsgaltuk a betegek nemi Osszetételét is, mely egyediill a pRT
csoportban mutatta a férfiak tobbségét, egyébként a tobbi csoport kozott jelentds kiilonbség
nem igazolddott. A tumor oldalisaganak tekintetében a csoportok nem kiilonboznek egymastol

szignifikdnsan.

Kutatasunkban a RT+TMZ csoportba tartozd betegek esetében a preoperativ €s
posztoperativ Karnofsky érték 77,7 illetve 80,3 volt. Ehhez nagyon hasonld a valtozas az
RT+TMZ+ BC csoportban: a preoperativ KPS 76,0-r6l miitét utan 81,0-ra emelkedett. A RT
csoportban a Karnofsky értékek 72,0 illetve 74,0. Itt is javulas volt megfigyelhetd, habar a
kiindulasi érték is alacsonyabb volt az el6z6 csoporthoz viszonyitva. A csak pRT-ban részestilt
betegeknél a Karnofsky érték nem valtozott, mind operacio el6tt, mind utana 60,0 pontnak
adodott, mig a BSC csoport esetében a preoperativ 70,0 pont 56,0-ra csdkkent a terapias
beavatkozast kovetéen. A preoperativ KPS esetén a pRT csoport értékei kiilonboztek a
RT+TMZ illetve az RT+TMZ+BC csoport értékeitdl, de mas kiilonbség nem volt igazolhato.
Ugyanakkor a BSC csoportban a posztoperativ KPS szignifikansan kisebb volt a tobbi
csoporthoz képest, a pRT csoportot leszamitva. A csak sugarterdpiaban részesiild betegek
posztoperativ KPS értékei tovabba szignifikansan kiilonboztek a konkuraldo kemo-irradiaciods

kezelésben részesiild betegek értékeitdl.
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eset-  életkor méret  preop. postop. nem oldal PFS (O]

szam (atlag, év) (cm) KPS KPS (%) (%) (atlag, hé) (atlag, hé)
BSC 15 66,1 5.2 70,0 56,0 f:53  b70 1,4 3,7
palliativ RT 9 65,6 51 60,0 60,0 f:78  b:56 1,1 4,2
RT 20 63,7 4,3 72,0 74,0 f:45  b:60 4,7 91
RT+TMZ 35 52,4 4,4 77,7 80,3 f.64  b:60 7,4 15,3
RT+TMZ+BC | 25 55,2 44,3 76,0 81,0 f:52  b:56 11,8 22,9

8. tablazat. 104 glioblasztoma miatt operalt beteg fontosabb klinikai paraméterei (BSC = best supportive care;
RT = sugarterapia; RT+TMZ = sugarterapia konkural6 temozolomid kezeléssel kiegészitve; RT+TMZ+BC =a
kemo-radioterapia BC kezeléssel torténé kiegészitése progresszio esetén; KPS = Karnofsky Performance Scale
pontértéke; PFS = progresszid mentes tulélés; OS = teljes tulélés f = férfi; b = bal)

Progressziomentes és teljes tulélés

Terapiat kovetéen megfigyeltiik a betegek progressziomentes tulélését az egyes
csoportokban. Progresszionak az MRI vizsgalat altal igazolt 20 %-ot meghaladdé volumen
novekedést, vagy 1) tumor megjelenését tekintettiik. A BSC-ben részesiilt betegcsoportban az
atlagos PFS 1,4+1,4 honapnak bizonyult. A pRT-t kapott betegekben az el6zével szemben
rosszabb eredményt kaptunk: 1,1+0,4 honap. A sugarkezelést kapott betegek korében 4,7+4,7
honapnak adodott a PFS, mig a kombinalt RT+TMZ-ban részesiilt betegek esetében: 7,4+5,5
hénap. A RT+TMZ+BC csoportban a konkuraldé kezelés utani TMZ monoterapia utani
radiologiai progresszioig eltelt id6 11,8+8,5 honap volt. Ugyanebben a csoportban a
bevacizumab kezelés utan megjelend tovabbi progresszidig eltelt id6 8,5+5,4 honap volt (1.
abra).

A terapia hatékonysagat hivatott jelolni a progresszid utani atlagos teljes talélési id6 is.
A mi esetiinkben a kovetkezé eredményeket kaptuk: BSC-ben részesiilt betegek esetében a
progresszid utani atlagos tulélés 2,443,7 honap, pRT esetében 3,1+3,9, RT esetében 4,4+5,8,
mig a talélés a kombinalt RT+TMZ esetében 7,9+7,6 honap, RT+TMZ+BC csoportban a TMZ
kezelés utani progresszio utani atlagos talélés: 11,145,8 honap, viszont a bevacizumab kezelést
kdvetd progresszid utani tilélés 2,6+2,6 honapnak bizonyult.

Az adatokbdl kitiinik, hogy a TMZ kezelés szignifikansan novelte a PFS-t az RT-hez
képest, amit a bevacizumab kezelés tovabb emelt (Prt vs. rT+TMz = 0,0098 illetve Prr+Tmz vs.
rT+TMz+BC = 0,0232). Ezzel szemben az is megéllapithato, hogy a pRT-nak a tumorprogresszio
szempontjabdl szamottevd effektivitasa nem bizonyithatd (Pesc vs prt = 0,7186). A diagnozist

kovetd teljes atlagos tulélés a kiilonb6z6 csoportokban: BSC-ben részesiilt betegek esetében
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Cum Survival

3,7+4,3, pRT-t kapott betegeknél 4,2+4,0, RT-ban részesiilteknél 9,1£8,7, mig RT+TMZ
terapia esetén 15,3+9,5 honap, ill. RT+TMZ+BC csoportban 23,0+8,6 honap.

30

Tulélés (honap)

BSC pRT RT RT+TMZ RT+TMZ+BC

M progresszidmentes tulélés progresszié utani tulélés M teljes tulélés

la. abra. Kilonbozé6 modon kezelt glioblasztomas betegek tulélése (BSC = best supportive care; RT =
sugarterapia; pRT = palliativ sugarterapia; RT+TMZ = sugarterapia konkurald temozolomid kezeléssel
kiegészitve; RT+TMZ+BC = a kemo-radioterapia bevacizumab kezeléssel torténé kiegészitése progresszio esetén)

i _rgsc
| —TWRT
]

survival (months) survival (months)
1b. abra. Kiilonb6z6 modon kezelt glioblasztomas betegek kumulativ tilélése Kaplan-Meier analizissel (BSC =
best supportive care; RT = sugarterapia; pRT = palliativ sugarterapia; TMZ = sugarterapia konkural6 temozolomid

kezeléssel kiegészitve; BVC = a kemo-radioterapia bevacizumab kezeléssel torténd kiegészitése progresszio
esetén
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Tumormeéret

Az atlagos tulélést vizsgalva a felfedezéskor mért tumorméret fliggvényében a kdvetkezo
eredményekre jutottunk. 4 cm alatti tumor esetében a RT-ban részesiilt betegek atlagos tulélése
9,6£10,6 honap, mig az ugyanilyen méretli, de kombinalt, RT+TMZ-ban részesiilt betegek
esetében 15,949,1 honap, a RT+TMZ+BC csoportban 24,8+7,6 honap. A 4 cm feletti tumorok
esetében a szamok a kovetkezoképpen alakulnak: csak RT-ban részesiilt betegeknél 8,4+5,6
honap, RT+TMZ kezelés esetén 14,9+9,7 hénap, mig RT+TMZ+BC csoportban 21,7+9,3
honap. Az adatokbol egyértelmiien kitiinik, hogy sem a csak RT-t kapott betegek esetében, sem
kemoterapiaval kombinalt kezelés esetében sem volt a tumorméret statisztikailag igazolhato

befolyassal a talélésre (Prt = 0,7824, Prr+Tmz = 0,5593, Prr+TMz+BC = 0,3949) (2. 4bra).
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2. abra. Tulélés a tumorméret és a kezelés fliggvényében glioblasztomas betegekben. (RT = sugarterapia;
RT+TMZ = sugarterapia konkurald temozolomid kezeléssel kiegészitve; RT+TMZ+BC = a kemo-radioterapia
bevacizumab kezeléssel torténé kiegészitése progresszio esetén)

A tumorok atlagos atméréje a kiilonbdz6 csoportokban: 5,2 cm (BSC), 5,1 cm (pRT),
4,3+1,5 cm (RT), 4,4+0,9 cm (RT+TMZ) és 4,6+1,1 cm (RT+TMZ+BC) csoportban. Ezek
alapjan lathat6d, hogy a kiilonb6zd posztoperativ kezelésben részesiilé betegek tumormérete

kozott szignifikans eltérés nem igazolodott.
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Muitéti tipus

Megallapithato, hogy a biopszia aranya az RT+TMZ csoportban szignifikansan kisebb
volt, mint a BSC csoprotban (p=0,0394), a pRT csoportban (p=0,0042) és a teljes dozisi RT
csoportban (p=0,0394), ugyanakkor a kiilonbség nem szignifikans a bevacizumabbal kezelt
csoporthoz képest (p=0,18). A RT, RT+TMZ, RT+TMZ+BC csoportokban a radikalis és
parcialis tumorreszekcios miitétek aranya kozel azonos volt (Prrt vsrT+TMz = 0,2668, Prt
vsRT+TMz+BC = 0,2668, PrT+TMZ vsRT+TMZ+BC = 0,7246), (3. dbra).

A talélést a miitéti tipus szerint osztalyozva azt az eredményt kaptuk, hogy a biopszias
mutét esetén, ahol csak RT tortént, az atlagos tulélés 8,2+5,7 honap, mig kombinalt kezelés
esetében csak 4,0+0,8 honap (4. abra). Parcialis miitét és RT esetében a tulélés atlagosan
9,8+8,9 honap, mig kombinalt kezelésnél 15,2+11,6 honap (Prrvs. rT+TMz = 0,4768). Radikalis
eltavolitas esetében kaptuk a leghosszabb tulélési id6t. Radikalis eltavolitas esetében RT-val
kombinalva az atlagos talélési 1d6 9,3+10,3 honap, mig kombinalt RT+TMZ csoportban az
atlagos tulélés 18,3+15,6 honap (Prt vs rT+Tmz = 0,0841). Az RT+TMZ+BC csoportnél a
parcialis miitéti tipus teljes tulélése 23,5+11,1, mig a radikalis csoport esetében 23,8+5,9 honap

volt (Ppart. RT+TMZ+BC vs. rad. RT+TMZ+BC = 0,9262).
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M biopszia részleges reszekcié M teljes reszekcio

3. abra. A miitét tipusanak megoszlasa a kiilonboz6 posztoperativ kezelés szerint (BSC = best supportive care;
RT = sugarterapia; pRT = palliativ sugarterapia; RT+TMZ = sugarterapia konkuralé temozolomid kezeléssel
kiegészitve; RT+TMZ+BC = a kemo-radioterapia bevacizumab kezeléssel torténé kiegészitése progresszid
esetén)
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4. abra. Tulélés a mUtéti tipus és a kezelés fliggvényében glioblasztomas betegekben.(RT = sugarterapia; RT+TMZ
= sugarterapia konkuralé temozolomid kezeléssel kiegészitve; RT+TMZ+BC = a kemo-radioterapia bevacizumab
kezeléssel torténd kiegészitése progresszid esetén)

4.2. Prediktiv markerek meghatarozasa sajat beteganyagon: az 1 p19q kodelécié klinikai

relevanciaja oligodendrogliomakban

I1-es gradusu, oligodendroglia komponensii gliomakban 1,4-szer gyakrabban fordult eld
1p/19g-kodelécid, mint annak hidnya, mig a III-as gradusu gliomak kozott kétszer tobb 1p/19g-
kodeléciora nézve negativ esetet talaltunk, mint pozitivat.

A daganat gradusa és 1p/19g-kodelécios statusza kozott nem tapasztaltunk szignifikdns
korrelaciot, de az alacsonyabb gradusu gliomakban szdmszerlien gyakrabban fordult el6 a jobb
prognozist jelentd 1p/19g-kodelécid, mint a magasabb gradustakban.

Az altalunk vizsgalt betegek esetében nem tapasztaltunk Osszefliggést a nem ¢és az
1p/19g-kodelécio elofordulasi gyakorisaga kozott, amely 50%-osnak adodott mind a férfiak,
mind a nék korében.

Il-es gradusti tumorok esetében a betegek életkora és az 1p/19q-statusz kozott
Osszefliggés nem igazolodott. lll-as gradust tumorokban az életkor eldrehaladtaval egyre
ritkdbban fordult eld 1p/19q-kodeléci6. A kodelécioval bird betegek atlagéletkora
szignifikansan alacsonyabb az azzal nem rendelkez6kéhez képest (39 versus 56 év, p = 0,043).

A daganatok reszekabilitasat a mitéti tipuson keresztiil vizsgaltuk. Il-es gradusu
daganatok esetében az 1p/19q-kodelécio eldfordulasa egyértelmli Osszefliggést mutatott a
daganatok reszekabilitasaval. A IlI-as gradusti tumorok esetében a kiterjedt, csak parcidlisan
reszekalhato gliomak koziil egyben sem volt kimutathatd 1p/19q kodelécio.

49



dc_1200_16

A lebenyek szerinti tumorlokalizacidé vonatkozasaban az 1p/19q-kodelécidora nézve
messzemend Gsszefliggés nem allapithatd meg.

A ll-es gradusu oligoasztrocitomakban kétszer ritkabban tapasztaltuk az 1p/19q-
kodeléciot, mint annak jelenlétét a daganatsejtekben. II-es gradusu oligodendrogliomaknal
négyszer gyakrabban fordult eld a kodelécido, mint annak hianya. Ill-as gradust
oligoasztrocitomaknal szintén a kodelécio hianya volt gyakoribb, mig oligodendrogliomaknal
nem talaltunk jelentds kiilonbséget. Tehat az 1p/19-kodelécié gyakrabban fordul el

oligodendrogliomakban, mint oligoasztrocitobmakban (5. 4bra).

100% -
80%
60%
40% —
20% -+ . —
0%
G2 OA G2 0D G3 OA G3 0D
E1p/19q + O1p/19q -

5. abra. 1p/19q-kodelécio szazalékos el6fordulasa a daganatok szovettani tipusanak és gradusanak fliggvényében.
1p/19g+ = kodelécio igazolhato, 1p/19q- = kodelécié nem igazolhatd, G = grade, OA = oligoasztrocitoma, OD =
oligodendrogliéoma

A progressziomentes tulélés és az 1p/19q statusz kapcsolata a gradus, a szovettan, illetve az
alkalmazott sebészi és posztoperativ onkoterdpia fiiggvényében
I1-es gradust daganatok esetében az 1p/19qg-statusz és a PFS kozott dsszefliggés nem
volt igazolhat6 (6.a abra). Ill-as gradus esetén az 1p/19g-kodelécios betegek PFS-e jelentésen
hosszabbnak bizonyult az azzal nem rendelkezdkéhez képest (25,0 versus 6,8 honap, p = 0,009;
6.b abra), azaz az 1p/19g-kodelécio eléfordulasa a PFS-sel Ill-as gradust gliomak esetében
pozitiv 0sszefliggést mutatott.
Il-es gradus esetén a miitét radikalitdsa statisztikailag nem befolyasolta jelentOsen a

recidivamentes talélést, a totdlis reszekcioval kezelt I11-as gradusu tumorok esetében azonban
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1p/199-kodelécio esetében a recidivamentes tulélés szignifikansan hosszabb volt a kodelécioval

nem rendelkezd esetekéhez képest (25 versus 7,6 honap, p = 0,0028) (7. abra).

100% | — 1p/19q + — 1p/19q +
s oo | — 1p/19q - ;%100%_“ _ 1pog.
3 S 80% |
% 60% | % 60% |
E 0% g 0%
£ 20% | < 500 |

0% brrrrrrrrrrrrerrrrrerereee e o

1 10 20 30 40 50 60 1 s 10 15 20 25
Id6 (hénap) 1d6 (hénap)
6.a. dbra 6.b. dbra

6. abra. Progressziomentes tulélés Gr.Il.-es (6.a.) és Gr.Ill.-as (6.b.) oligoasztrocitomak €s oligodendrogliomak
esetén. 1p/19q+ = kodelécio igazolhatd; 1p/19q- = kodelécié nem igazolhato. 6.a. abra: II-es gradusu daganatok
esetében, 6.b. abra: I1I-as gradusu daganatok esetében
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7. abra. Kiilonboz6 1p/19q-kodelécios statuszu oligoasztrocitomas és oligodendrogliomas betegek progresszio-

mentes talélése a mitéti tipus €s a gradus fuggvényében. 1p/19q+ : kodelécid igazolhatd; 1p/190- : kodelécio nem
igazolhato
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Terapia

Valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy az 1p/19q-kodelécio jelenléte a daganatban
befolyasolja-e - és ha igen, hogyan — a sebészi, illetve komplex daganatellenes terapidban
részesilt betegek PFS-ét? A kezelés szempontjabol a betegeket a kovetkezd csoportokba
lehetett osztani (mind Il-es, mind Ill-as gradusi daganatok esetén): mitét; miitét ¢és
sugarterapia; miitét és kemoterapia; miitét és komplex kezelés (sugarterapia + kemoterapia). A
terapidra vonatkozo konzekvenciakat tulélési gorbék alapjan vontuk le.

A ll-es gradust, pozitiv 1p/19q-kodelécios statusza oligoasztrocitomas, illetve
oligodendrogliomas betegek koziil azon betegcsoport talélése, amelynek tagjai nem kaptak
tovabbi kezelést a miitét utan, lényegesen révidebb volt a masik két csoportéhoz képest, tehat a
posztoperativ onkoterapia jelentésen meghosszabbitotta a PFS-t. A csak kemoterapiaval
kezeltek PFS-e nem tért el szamottevéen a komplex modon kezeltekétdl (8. abra).

A ll-es gradusu, negativ 1p/19qg-kodelécids statuszii oligoasztrocitomads, illetve
oligodendrogliomas betegek 37,5 %-a nem részesiilt a miitét utan tovabbi kezelésben, 62,5 %-
a viszont posztoperativ kemoterapiat kapott. A két csoport PFS-ének maximumaban nem volt
jelentds kiilonbség, de a posztoperativ kezelésben nem részesiilé betegek tulélési gorbéjének
meredeksége nagyobb (ttlélési atlaga kisebb) volt (9. abra).

A lll-as gradusu tumorok esetében jollehet a kombinalt kezelés elonyei egyértelmiien
megmutatkoztak, az alacsony esetszamok miatt definitiv Osszefiiggések nem voltak

megallapithatok.
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8. abra. Recidivamentes tulélés I1-es gradusu, 1p/19q kodelécid pozitiv oligoasztrocitomak és oligodendrogliomak
esetén a terdpia fiiggvényében. OP = mitét; KT = kemoterapia; RT= radioterapia
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9. dbra. Recidivamentes tulélés I1-es gradusu, 1p/19q kodelécid negativ oligoasztrocitomak és oligodendrogliomak
esetén a terapia fliggvényében. OP = mitét; KT = kemoterapia

4.3. A temozolomid vizsgalata glioblasztomaban

4.3.1. A temozolomid szérumbeli koncentrdciojanak meghatirozasa glioblasztomds

betegekben

A TMZ koncentraciojara vonatkozo érték egy adott minta esetében csak a CE
késziilékbe torténd injektalas idejére tekinthetd érvényesnek ¢és csak ritkan biztosit relevans
informaciot a mintavételi 1épéskor fennalldo valdés koncentraciordl (pl. amikor a vérmintat
leveszik a betegtdl). A MEKC technikat alkalmazva lehet6ség van arra, hogy egyszeri
futtatasok soran rovid id6é alatt hatarozzuk meg a TMZ-t és két tovabbi bomlastermékét, az
MTIC-t és az AIC-t. Az 6sszetevok koncentraciojat a TMZ bomlasa utan vizes oldatban 1-13
pH értékeken hataroztuk meg (a pH-t HCL, NaOH ¢és foszfat puffer segitségével allitottuk be).
Az oldatok eldkészitése és a CE kapillarisba tortént injektalasuk kozott kevesebb, mint 1 perc
telt el (az oldat hdmérsékletét a minta el6készités soran 4 °C-on kellett tartani). pH 6 és 8 kozott
a pH-ban tortént kis valtoztatas is nagy eltérést idézett eld a harom 6sszetevd koncentracidjanak
eloszlasaban. Szamos elektroforetogram késziilt a TMZ oldatrol pH 7,9-es értéken, kiillonbozo
idétartamok elteltével, ahogyan azt a 10. abra illusztralja. Mig ezen a pH értéken a TMZ felezési
ideje 28 perc, a MTIC-nek 13 perc, addig ez pH 9,1-es értéken 9 és 11 perc volt. A TMZ és
MTIC koncentracioi gyorsan valtoztak, viszont az AIC 4 6ra utan is allandé maradt. Ezekbdl

az adatokbol arra kovetkeztethetiink, hogy az AIC allandd mennyiségei egyenlék a TMZ

crer
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10. abra. A TMZ, MTIC és AIC egy iddben torténé monitorozasa human szérumban a TMZ felolddsa utan. A
TMZ kezdeti koncentracidja 180 pg/mL volt.

A TMZ és bomlastermékei kozel fiziologias pH értéken jol detektalhatok, azonban
jelentdsen eltérd pH érték esetében csak egy 0sszetevd mutathato ki. Alacsonyabb pH értéken
a TMZ stabil, pH 12 f616tt a TMZ-bol AIC-be torténd konverzié gyakorlatilag azonnal lezajlik
¢s az AIC koncentracioja szobahdmérsékleten legalabb egy hétig allandé marad.

Az MTIC stabilitasa szerves oldoszerek alkalmazasaval sem fokozhato. Habar a MTIC
oldodasa 20/80 aranyu izopropanolol/metilén-klorid (v/v) oldatban magas, a stabilitasa
rendkiviil gyenge. Egy sokkal hidrofob tulajdonsagokkal rendelkez6 olddszer hasznalata esetén

pedig az analitokat nem lehet jol kivonni, igy ennek a hasznalata sem célravezetd CE esetén.

Human szérum vizsgalata soran egyszeri 400 mg TMZ oralisan alkalmazasa utan 60
perccel tortént a mintavétel, majd a vért azonnal cc. HCl-al savasitottuk pH 1-es értékre és a
fagyasztoba tettiik (-20 °C), igy a lebomlasi folyamat megallt és a vér TMZ mennyisége a
mintavételezési idopontnak megfeleld koncentraciot tiikkrozte. A TMZ legmagasabb detektalt
koncentracidja az analizalt mintakban 14.2 pg/mL-nek bizonyult; ez a koncentraci6 a cmax kortil
van. Az MTIC és AIC ekkor még csak kis mennyiségben detektalhatd, mert a mintavételi
idépont a TMZ vérbe torténd maximalis abszorbcidjdhoz kozeli idépontban volt és a TMZ

lebontasa még nem kezdddott el a gyomorban fennalld savas pH altal biztositott stabilitas miatt.
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A TMZ és a lebomlasi termékeinek mennyisége legalabb 2 hoénapig allandd6 maradt az
acidifikalas és a -20 °C-on torténd tarolds utan.

Az elektroferogramokat 260 nm és 325 nm-en rogzitve azt tapasztaltuk, hogy
gyakorlatilag csak az AIC és a TMZ mutat abszorbcidt, a szérum komponensei nem

interferalnak, igy az elérhetd detekcios szenzitivitas jelentds.

4.3.2. A temozolomid intratumordlis koncentrdcidjanak kozvetlen meghatdirozasa humdn

glioblasztomaban

Amig a szérum mintak kozvetlen injektalasa a szeparacios kapillarisba nem jelent
gondot, addig ezt nem lehet elvégezni az agydaganat minték esetében a szilard konzisztenciajuk
miatt. Tovabbi problémat jelent az is, hogy a gyogyszerek koncentracidja az agyban (a
tumorban) jellemz6en kisebbek, mint a szérumban, valamint az elérheté in vivo tumor mintak
igen kis mennyiséget képviselnek (kevesebb, mint 1 g). Az altalunk kidolgozott 0j analitikai
modszer, a liofilizdcid €és a szaritott anyag ezt kovetd feloldasa egyszeri és hatékony
modszernek bizonyult arra, hogy biztositsuk a minta homogenitasat illetve, hogy feloldjuk az
analitot egy megfelel6 oldatban. A liofilizalt tumor mintakat kis térfogatti 0,1 M-os HCI-ban
(300-600 pL) oldottuk, hogy megakadalyozzuk a TMZ hidrolizisét illetve, hogy az analit
higitasat alacsony szinten tartsuk. Annak ellenére, hogy a kapott oldat siirii volt, a direkt
injektalas és meghatarozasa lehetévé valt. A TMZ csticsa még éppen mérhetd volt 165 perccel
az egyszeri 400 mg-os TMZ beadasa utan a beteg mintajaban, viszont mar nem volt mérhet6 a

tobbi tumoros mintakban.

eltelt idé (min) el6tti tomeg (g)  utani tomeg (g) ("g/g)
nem tumoros agyszovet 105 0,3782 0,0748 0,0476
Tumor 1 135 0,9915 0,1047 0,0852
Tumor 2 150 0,7803 0,1217 0,0614
Tumor 3 165 0,7647 0,1211 0,117

9. tablazat. A temozolomid koncentracio human glioblasztémaban és peritumoralis agyszévetben 400 mg TMZ
per os alkalmazasa utan 105-165 perccel.

A tumor mintdk (9. tablazat) eredményeibdl Osszefoglalhatd, hogy a TMZ képes
athatolni a vér-agy gaton, de a csiicskoncentracié az analizalt tumormintdkban nem magasabb,

mint 0,12 pg/g.
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4.4. Az EGFR és az integrinek kolcsonhatasanak szerepe asztrocitbmakban

4.4.1. Az ErbBl (EGFR) és az integrin-f1 kozti molekularis interakcio vizsgalata

asztrocitomakban

Az immunfluoreszcencids modon jelolt szoveti metszetek korrigalt atlagos
fluoreszcencia intenzitasanak mérése soran az integrin-f1 molekula expresszidja esetén a IV-
es gradust tumorok esetén szignifikansabban magasabb értékeket detektaltunk, mint a I1-es
gradust tumorokban (p = 0,038). Az ErbB1 expresszios szintje nem kiilonbozott szignifikan-
san a két csoport kozott (p = 0,379).

A kiilonb6z6 gradusu daganatokban azonban az ErbBl1-integrin-pf1 heteroasszociacio
nagyfoku kiilonbséget mutatott (p < 0,001), mellyel 6sszefliggésben a 1épésenkénti binaris
logisztikus regresszio - a vizsgalt paraméterek koziil - ezt, mint a tumor gradust meghatarozo
egyediili paraméterként azonositotta (ErbBl-integrin-f1 heteroasszociacio odds ratio = 8716).
Tovabba a tobbszoros lépésenkénti linearis regresszio soran a FRET hatasfok mértékét mindkét
gradust csoport esetén sszesitve (Gr. I és Gr. IV), illetve a 1V-es gradust csoport esetén kiilon
is (p = 0,094 és 0,085) a relapszus-mentes idovel konkordansan valtozonak talaltuk. Ugyanezen
ErbBl-integrin-p1 interakci6 mellett (p < 0,001) az integrin-Bl1 expresszido szintje is
szignifikansan (p = 0,05) hozzajarul a tulélés elérejelzéséhez.

A ll-es gradust daganattal rendelkez6 betegek nagy tobbsége tobb évet élt a sebészeti
beavatkozas utan. Ebben a csoportban 5-en kaptak radioterapiat, a daganat méretére,
lokalizacidjara és posztoperativ recidivdjara alapozva. Ezen daganatok koziil mindegyik
recidivalt, az egyik (T80’) malignus glioblasztomava transzformalodott. Az OS 16-82 honap
kozott alakult. A nem irradialt II-es gradusu asztrocitomak koziil 3 Gjult ki, a T33 és a TC416,
48 ¢és 33 honap utan, a tulélésiik pedig > 6 év és 40 honap volt. A T86/B kitjulasa a sebészeti
beavatkozastdl szdmitva 14 hoénap volt, mig talélése 16 honap. Megemlitendd, hogy a
legrovidebb tuléléssel rendelkezd T86/B asztrocitoma és a IV-es gradusuva atalakult T80’
mintak mutattak a legmagasabb ErbB1-integrin-B1 expressziot a I1-es gradusu daganatok kozott
(10. tablazat).

A 1V-es gradust daganattal rendelkezd betegek mindegyike részesiilt radioterapiaban .
Ebben a csoportban minden egyes betegnél recidiva jelent meg: 7 beteg esetében 6 honapon
beliil, 2 beteg esetében (T71, T74) pedig 12-13 hénapon beliil. A T10/B beteg esetében csak a
biopszias mintavétel volt kivitelezhetd. A 2 legkordbbi kitjuldst (2 honap, T53 és T82) és
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legrovidebb tuléléssel (4 honap) rendelkezd betegek mintaiban volt a legmagasabb az ErbB1 és
integrin-p1 expresszios szint és ezekben a mintakban volt megfigyelhet6 a legnagyobb ErbB1-
integrin-B1 heteroasszociacio. A legalacsonyabb ErbB1-integrin-p1 heteroasszociaciot a T71-
es jelzéshi beteg esetében tapasztaltuk. Ez a daganat tobbszor kiajult, 6sszesen 3 alkalommal
keriilt miitétre és minden sebészi beavatkozas utan sugarkezelésben részesiilt, a talélése 40
honap volt, ellentétben az atlagosan kevesebb, mint 6 honap recidiva-mentes és 4-16 hdnapos
teljes tuléléssel, ami varhat6 lett volna a tobbi hasonld gradusu daganat értékei alapjan.
Kaplan-Meier analizist végeztiink a teljes és a progresszio-mentes tulélés
Osszehasonlitasara a II-es és IV-es gradusu csoportok esetében, illetve azokban a csoportokban
1s, ahol a mintak csoportositasanak alapjat az képezte, hogy a mintdk expresszios értékei alatta
vagy felette helyezkednek el az ErbB1, integrin-B1 molekulak atlagos expresszios értékeinek.
Az ErbB1l-integrin-f1 FRET hatasfok értékek atlaganal alacsonyabb, illetve magasabb szintii
heteroasszociacios esetek is kiilon csoportot képeztek az analizis soran. A talélést egyarant jol
hatarozta meg a hisztopatologiai gradalas tovabba az ErbB1-integrin-p1 heteroasszociacio (p <
0,001), mig az ErbB1 és integrin-fl expresszids értékek kisebb mértékben, de szintén
szignifikdnsnak bizonyultak (p = 0,014, p = 0,004). Hasonl6 megfigyeléseket tettiink a PFS-re
is: p < 0,001 érték mutatkozott a gradusra, az integrin-pB1 expressziora és heteroasszociaciora

vonatkozdan és p = 0,014 az ErbB1 expressziora vonatkozoan.
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No. L\girs‘;zma Terdipia ilfli,;"j“léﬁg eltelt Talélés

Astrocytoma, Gr. II.
/1. T33 Op+Op 48 honap zflz;g‘;ap
1./2. T34 Op+Rx 50 hoénap 77 honap
1./3. T59 Op+Rx rezidualis tumor 42 hoénap
11./4. T80 Op+Rx+0Op+0Op 15 hoénap 31 honap
I./5. T86/B Op+T 14 hoénap 16 honap
I1./6. TC515 op - (ﬁ;?ﬁap
. TCA16 Op 33 hénap Zﬁgghgl‘;ap
11./8. TC497 Op+Op+Rx 32 hénap Zf’lgghggap
11./9. TC326° Op+0p - Zﬁighg]‘;ap
11./10. TC493 Op+Rx 3 honap 16 honap

Astrocytoma, Gr. IV. Glioblastoma multiforme
IV./1. T10/B Op+Rx biopszia 10 hoénap
V.12, T32 Op+Rx 4 honap 7 hénap
IV./3. T53 Op+Rx+0p+T 2 honap 4 honap
IV./4. T65 Op+Rx+0p 4 hoénap 8 honap
IV./5. T67 Op+Rx 4 hoénap 7 honap
IV./6. T71 Op+Rx+0Op+Rx+0p 12,12, 6 hénap 40 honap
IV./7. T74 Op+Rx 13 honap 16 honap
IV./8. T75* Op+Rx 4 hoénap 10 hoénap
IVv./9. T76* Op+Rx+BCNU 4 hoénap 8 honap
1V./10. T82 Op+Rx 2 honap 4 honap

10. tablazat. A vizsgalt asztrocitomas betegek klinikai adatai. BCNU (carmustin) = kemoterapia; Op = operacio,
Rx = radioterapia, T = temozolomid kemoterapia.
*A TC326-0s beteg esetében, ebben a tanulmanyban a kovetés a masodik operacio utan kezdodott. Az elsé mitét
7 évvel korabban tortént

4.4.2. Az EGFR mutdcio szerepének vizsgalata rekurrens glioblasztomdban

Az EGFR gén amplifikacidja és az EGFR fehérje fokozott expresszioja

A betegeket FISH+ (amplifikdcié vagy nagyfoku poliszomia) és FISH- (diszomia,

alacsony foku triszomia, magas foku triszomia és alacsony foku poliszomia) csoportokban

osztottuk. Diszomia igazolodott < 2 minta esetében a sejtek > 90 %-aban, alacsony foka

triszOmia igazolodott < 2 minta esetében a sejtek > 40-aban, 3 esetben a sejtek 10-40 %-aban,

58




dc_1200_16

> 4 esetben pedig a sejtek < 10%-4ndl, magas foku trisz6ma mutatkozott < 2 esetben a sejtek >
40%-aban, 3 esetben a sejtek > 40%-aban, > 4 esetben a sejtek < 10%-aban, magas foku
poliszomia igazolddott > 4 esetben a sejtek 10-40 %-aban.

Gén amplifikaci6 igazoldédott az EGFR gén klaszterek megjelenésének formajaban vagy
az EGFR gén és a 7-es kromoszoma ardnyanak szdmitasaval > 2 alkalommal.

Osszességében a 20 esetbél 10 FISH+ (50%) volt. EGFR amplifikaciét 7 esetben
talaltunk (35%), nagyfoku poliszoémiat pedig 3 daganat esetében (15%).

Az EGFR fehérje fokozott expressziojat talaltuk 13 esetben (65%), mely 7 esetben
egyitt volt megfigyelhetd6 az EGFR gén amplifikaciojaval és harom esetben nagyfoku
poliszomiaval. A fennmarado harom esetben sem amplifikaciot sem nagyfoku poliszomiat nem

tudtunk igazolni.

EGFR szekvencia analizis
Az EGFR gén 18-21-es exonjai nem mutattak mutaciot. Minden esetben megtartott

allapottt DNS szekvenciat talaltunk.

4.5. Agyi attéti daganat és gliomak invazivitasanak osszehasonlitasa

4.5.1. mRNS expresszios eredmények

1. fazis

Az elsé fazisban az irodalmi attekintés alapjan Osszevalogatott, tumoros invazidban
szerepet jatsz6 96 molekula mRNS expresszidos szintjét hataroztuk meg GBM, tido
adenokarcinéma agyi attéti és peritumoralis agyszovet mintakon. A mérések alapjan hataroztuk
meg azoknak a molekuldknak a korét, melyek a tapasztalt eltérések alapjan nagyobb szdmu

szOovetmintan valo tovabbi vizsgalatra is érdemesnek talaltunk (invazios panel).

2. fazis
Az ezt kdvetd fazisban GBM ¢és a tiidé adenokarcindma esetében az invazios panel 23,
peritumoralis infiltracioban szerepet jatszo ECM-komponensbél allt. A 23 molekulabol 17

tartozott a PG-k kozé, a tovabbi 6 vizsgalt molekula pedig az enzimeket képviselte. A fentieken
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kiviil szintén meghataroztuk tumorspecifikus markerként a GFAP és a citokeratin-18,19
valamint proliferaciés markerként a Ki67 mRNS expresszidjat (11. tablazat).

A tumormarkerek a megfelelé daganattipusra jellegzetesen minden minta esetében
jelent6s kiilonbséget illetve specifikus MRNS-emelkedettséget mutattak, ami a mintak eltérd
szovettani tipusat egyértelmiien megerdsitették. A Ki67 minden esetben egymashoz hasonlo
magas értéket eredményezett, bizonyitva ezzel a mintdk magas proliferacids aktivitasat és a

szovetminta megfelelden sejtdiis — €s nem nekrotikus jellegét.

. GBM — Met
Gén fold change p value
Brevikan 128,33 0,0290
Fibronektin 1,90 0,6860
Laminin alfa 1 4,11 0,1140
Laminin alfa 2 2,80 0,0570
Laminin alfa 4 2,77 0,1140
Laminin beta 1 2,90 0,0570
Laminin beta 2 1,10 0,8860
Laminin gamma 1 0,96 1,0000
Neuroglikan C 15,19 0,0250
Neurokan 21,36 0,0290
Perlekan 0,56 0,3430
Szindekan 1 0,07 0,0290
Szindekan 2 3,71 0,0290
Szindekan 4 0,14 0,0290
Tenaszcin C 5,77 0,0290
Tenaszcin R 10,43 0,1140
Verzikan 3,87 0,0290
Hilauronsav szintaz 1 1,09 0,8860
Hilauronsav szintaz 2 3,36 0,3430
Hilauronsav szintaz 3 2,28 0,2000
Matrix metalloproteinaz 2 4.67 0,0290
Matrix metalloproteinaz 8 0,57 0,6860
Matrix metalloproteinaz 9 1,85 0,6860
Citokeratin 18 0,0037 0,0290
Citokeratin 19 0,0006 0,0290
GFAP 19,52 0,0290
Ki-67 0,79 0,6860

11. tablazat. Huszonharom, tumoros kdrnyezeti infiltracioban szerepet jatszo extracellularis matrix-komponens
mRNS expresszios szintjének 0sszehasonlitasa glioblasztomaban és tiid6 adenokarcindma agyi attétében, tumor-
és proliferacios markerekkel kiegészitve. (A szignifikans kiilonbségek vastag betlivel kiemelve)
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A két kiilonb6zo eredetli daganatban mért mRNS expresszids értékek dsszehasonlitasa
soran a GBM mintakban az adenokarcindma attétéhez képest szignifikansan magasabb szintet
mértiink a brevikan, a neurokan, a neuroglikan-C, a szindekan-2, a tenaszcin-C, a verzikan, és
az MMP-2 esetében.

A szindekan-1 és 4 mRNS expresszids szintje az attéti daganatban bizonyult
statisztikailag igazolhatoan magasabbnak.

A fibronektin, a perlekan, a szindekan-2, a laminin-al,2,4, B1,2, y1, a hialuronan-szintaz
1,2,3, az MMP-8 és 9 mRNS szintjeinek esetében nem volt szignifikans kiilonbség a GBM ¢és

az attéti daganat kozott.

3. fazis

A harmadik fazisban harminc szovetmintat vizsgaltunk harom kiilonb6zé homogén
szovetcsoportban: 11 GBM mintat, melyek a tumor marginalis zonajabol szarmaztak, tovabbi
10 mintat intracerebralis tiid6 adenokarcindma metasztazisbol, 9-et pedig normal agyszovetbol.
A statisztikai analizis eredményeit a 34 molekulbol allo invazids panel mRNS expresszid
kiilonbségei tekintetében a vizsgalt mintacsoportok kozott a 12. tablazatban foglaltuk dssze.

A tumormarkerek és a Ki67 proliferacids marker mRNS expresszidja megerdsitette a

szovettani diagnosist.

A) GBM versus normdl agyszdvet

Az agrin, fibronektin, laminin a 4, B-1, B-2, perlekan, szindekan-1, tenaszcin-C, CD44,
CD168, HAS-2, MMP-2 és -9 mRNS expresszidja szignifikansan emelkedett volt GBM-ban
Osszehasonlitva a normal agyszovettel, mikozben a szindekan-4, tenaszcin-R és HAS-1 mRNS
expresszidja statisztikailag alacsonyabb volt GBM-ban. Az aggrekan, brevikan, laminin a-1, -
2, laminin B-1, laminin y-1, matrilin-1, -2, neurokan, neuroglikan, szindekan-2, verzikan,
kondroitinases, HAS-3 és MMP-8 mRNS szintjei nem kiilonboztek lényegesen a normal
agyszovetben és GBM-ban.

B) Intracerebralis tiidGeredetii adenokarcindma metasztazis €s normal agyszovet

Jelent6sen csokkent mRNS expressziot mértiink brevikan, laminin a-1, matrilin-2,
neurokan, neuroglikan-C, szindekan-2, tenaszcin-R és HAS-1 esetében a tiidé adenokarcindéma
metasztazisban a normal agyszovettel osszevetve. Ezzel szemben az agrin, fibronektin, laminin

B-1, B-2, y-1, perlekan, szindekan-1, -4, CD168 ¢s MMP-9 mRNS szintje statisztikailag
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magasabb volt a metasztatikus tumorban a normal agyszdvethez viszonyitva. Nem volt lathat6
kiilonbség az aggrekan, laminin o-2, -4, matrilin-1, tenaszcin-C, verzikan, CD44,

kondroitindzok, HAS-2, -3, MMP-2 és -8 mRNS szintjét tekintve a két szovettipus kdzott.

Norm - Met Norm - GBM GBM — Met
p érték  fold change | pérték foldchange | pérték  fold change
aggrekan 0,421 0,79 0,421 0,39 1,000 2,01
agrin 0,002 0,30 0,012 0,44 0,218 0,67
brevikan <0,001 172,46 0,820 1,27 <0,001 135,66
fibronektin <0,001 0,08 <0,001 0,09 0,916 0,87
laminin alfa-1 0,032 4,55 0,548 2,98 0,421 1,53
laminin alfa-2 0,310 1,84 0,841 0,82 0,222 2,24
laminin alfa-4 0,713 0,85 0,023 0,47 0,098 1,79
laminin beta-1 0,020 0,36 0,001 0,27 0,379 1,33
laminin beta-2 0,020 0,44 0,005 0,34 0,130 1,29
laminin gamma-1 0,016 0,29 0,222 0,38 1,000 0,76
matrilin-1 0,548 1,69 0,310 2,34 1,000 0,72
matrilin-2 0,002 6,07 0,761 0,90 <0,001 6,72
neurokan <0,001 4476 0,095 2,29 0,001 19,50
neuroglikan-C <0,001 46,94 0,058 3,15 <0,001 14,89
perlekan <0,001 0,08 <0,001 0,12 0,342 0,70
szindekan-1 <0,001 0,01 0,008 0,23 <0,001 0,06
szindekan-2 0,008 3,27 1,000 1,44 0,151 2,27
szindekan-4 0,020 0,41 0,048 1,53 0,008 0,27
tenaszcin-C 0,348 0,40 0,006 0,06 0,007 6,91
tenaszcin-R <0,001 136,10 <0,001 10,53 0,018 12,92
verzikan 0,596 1,27 0,289 0,56 0,307 2,29
CD44 0,094 0,39 0,003 0,15 0,012 2,70
CD168 <0,001 0,06 <0,001 0,12 0,053 0,46
kondroitinases (AC,ABC) 0,222 0,77 0,841 0,95 0,690 0,81
hialuronan synthase-1 <0,001 26,98 <0,001 33,55 0,504 0,80
hialuronan synthase-2 0,838 0,77 0,002 0,11 0,003 6,84
hialuronan synthase-3 0,421 1,75 0,690 0,83 0,222 2,10
MMP-2 0,131 0,37 0,004 0,15 0,032 3,08
MMP-8 1,000 0,89 0,857 1,50 0,310 0,60
MMP-9 0,001 0,06 <0,001 0,05 0,805 1,11
citokeratin 18 0,008 0,002 0,310 0,72 0,008 0,003
citokeratin 19 0,008 0,003 0,151 4,49 0,008 0,001
GFAP 0,016 33,31 0,548 0,73 0,008 45,61
Ki67 0,008 0,01 0,008 0,01 0,548 0,82

12. tablazat. Jelentds kiilonbségek (vastagon szedve) a 30, ivazioval Osszefliggésbe hozhatdo molekula és a 4
tumormarker mRNS expresszidja kozott glioblasztomaban (GBM), tiidé adenokarcindma agyi metastaisaban
(Met) és a normal agyszdvetben (norm).
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C) GBM és tiido adenokarcindma metasztazis

A kiilonb6z6 eredetli anaplasztikus tumorokat dsszehasonlitva, az mRNS expresszio
brevikan, matrilin-2, neurokan, neuroglikan-C, tenaszcin-C és R, CD44, HAS-2 és MMP-2
esetében jelentésen magasabb volt GBM-ben mint tiidd adenokarcindma metasztazisban. A
szindekan-1 és szindekan-4 transzkriptumai lényegesen emelkedtek az adenokarcindma agyi
attétje esetében. Nem észleltiink statisztikailag jelentds kiilonbségeket agrin, aggrekan,
fibronektin, laminin a-1,-2 or -4, laminin -1, -2, laminin y-1, matrilin-1, perlekan, szindekan-
2, verzikan, CD168, kondroitinaz, HAS-1 és -3, vagy MMP-8, ¢és -9 esetében.

4. fazis

A negyedik Iépésben elvégzett mérések soran harom kiilonb6z6 eredetii és dignitasu
tumor ereményeit hasonlitottuk 6ssze egymadssal €s a peritumoralis agyszovet eredményeivel.

Osszehasonlitva a génexpressziot a NSCLC agyi 4ttétjében és a Il-es gradusu
asztrocitdmaban a kadherin-3, kollagén type I, III és IV, fibronektin, perlekan, szindekan-1 és
-4 és a MMP-9 expresszidja volt jelentdsen magasabb a metasztazisban. Ezzel szemben, a
brevikan, kadherin-2, laminin alpha-4, beta-2, matrillin-2, neurokan, szindekan-3, tenaszcin-C
¢s -R, verzikdn, HAS-2, ¢s MMP-2 szintjeit az asztrocitdbmaban talaltuk magasabbnak.

A NSCLC agyi attétjeiben magasabb mRNS szinteket talaltunk kadherin-3, neurokan,
szindekan-1 és MMP-9 tekintetében, 0sszevetve a schwannomaval, mig a schwannomaban
magasabb volt a kadherin-2, kollagen 1V, VIII, laminin alpha-4, beta-1 és beta-2, matrillin-2,
neuroglikan-C, perlekan, szindekan-3, HAS-2 és MMP-2 szintje.

Osszehasonlitva a schwannoma és az asztrocitoma mintédkat, a kollagen alpha -1,
kollagen III, IV és VIII, fibronektin, perlekan, matrillin-2, szindekan-4, laminin alpha-4, beta-
1 és beta-2 magasabbnak talaltatott schwannomaban, mig a brevikan, neuroglikan-C, tenaszcin-
C és -R, neurokan ¢és verzikan inkabb az asztrocitomaban expresszalodott.

Az asztrocitoma mintak és a normal agyszovetb6l valok dsszehasonlitasa feltarta, hogy
az agrin, brevikan, kadherin-2, kollagen type I, 111, IV, fibronektin-1, laminin alpha-4 és beta-
2, matrillin-2, neurokan, perlekan, szindekan-3, tenaszcin-C, verzikan, HAS-2, és MMP-2 és -
9 mRNS szintjei jelentdsen magasabbak voltak az asztrocitoma mintdkban. Ezzel ellentétben a
szindekan-4 és a HAS-1 mRNA szintjei a normal agyszovetben bizonyultak magasabbnak.

A schwannoma mintakban az agrin, a kollagén |, 11 IV és VIII tipusok, a fibronektin,
laminin alpha-4, beta-1 és beta-2, matrillin-2, perlekan, szindekan-3 és -4, HAS-2 ésMMP-2

mRNS értékeit mértiik magasabbnak a normal agyszdvethez viszonyitva, mig a normal agybol
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vett mintakban a brevikan, neurokan, neuroglikan-C és tenaszcin-R mRNS-ek magasabb
értékeit rogzitettiik.

Az agrin, kadherin-3, a kollagen I, III, IV és VIII tipusok, a fibronektin, a laminin beta-
1 és beta-2, perlekan, szindekan-1 és -4, valamint a MMP-9 mRNS szintje szignifikansan
magasabb volt az agyi metasztazisokban, mint a normal agyszdvetben. Ezzel ellentétben a
brevikan, kadherin-2, neurokan, neuroglikan-C, matrillin-2, szindekan-3, tenaszcin-R és a

HAS-1 sokkal alacsonyabb volt a metasztazisokban, mint a normal agyszdvetben.

4.5.2. Immunhisztokémiai eredmények

1. fazis

Az elsd fazisban nem végeztiink immunhisztokémiai vizsgalatokat.

2. fazis

Ot molekula esetében (neurokan, verzikan, szindekin MMP-2 és 9) vizsgaltuk az
immunhisztokémiai reakcid intenzitdsat. Az immunhisztokémiai vizsgélatok soran a neurokén,
a verzikan és a MMP-2 esetében a glioblasztomaban az attéti daganathoz képest egyértelmiien
magasabb értékeket allapitottunk meg. A szindekan és az MMP-9 az adenokarcindmaban

mutatott intenzivebb festédési reakciot (11. abra).
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11. 4bra. Immunhisztokémiai reakciok szemi-kvantitativ eredménye glioblasztomaban (GBM) és tiidé
adenokarcinoma agyi attétében (MET). Minden metszeten harom kiilonboz6 teriileten 0-4-ig osztalyoztuk a
festddési intenzitast, majd eredményeinket atlagolva jutottunk a végleges értékekhez
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3. fazis

A harmadik fazisban GBM, adenokarcinéma attét és peritumoralis agyszovetmintakon
végeztiink immunhisztokémiai festést és 0sszehasonlitd elemzést 7 molekulara vonatkozdan:
agrin, hialuronan, neurokan, szindekan, verzikan, MMP-2 és 9. Az immunhisztokémiai és HA
hisztokémiai reakciokat a 12. abran foglaltuk 6ssze. A morfologiai értékelésnek megfeleléen
az immunreaktivitas a legkifejezettebb az agrin, neurokdn, szindekan és verzikan esetében a
sejtmembranon és az extracellularis térben volt, mig a MMP-k erés immunoreaktivitast
mutattak a sejtmembranon és intracellularisan. A legerésebb immunfestodés az agrin,
szindekan és MMP-9 esetében a tiidd adenokarcindma metasztazisban volt megfigyelhetd, mig
a MMP-2, neurokan és hialuronan a legmagasabb értékeket GBM mintdkban mutatta. A tumor

markerek és a Ki-67 festddési intenzitasa megfelelt a korszovettani diagnozisnak.
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12. abra. Négy proteoglikan, két MMP és a hialuronsav immunhisztokémiai fest6dési intenzitasa glioblasztomaban
(GBM) intracerebralis tiid6 adenokarcinoma metasztazisban (Met) és normal agyszovetben (Norm). A reakcidkat
1-5-ig felallitott score szerint harom kiilonbozé régidban hataroztuk meg. Az egyes régidkbol nyert score-okat
Osszehasonlitas céljabol atlagoltuk
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4. fazis

A vizsgalatunk utols6 fazisaban négy kiillonbozd szovettani csoportban (l1-es gradust
asztrocitoma, adenokarcindbma agyi attéte, schwannoma és peritumoralis agyszovet) végeztiink
IHC festést négy molekula esetében: brevikan, neurokan, tenaszcin-C és verzikan.

A brevikan, neurokan, tenaszcin-C €s a verzikan immunreaktivitasa a legintenzivebb
volt a sejtmembranon és az extracellularis térben. A legintenzivebb festddést minden molekula
esetében az asztrocitoma szovetekben észlelték. A normal agyszovetben kevésbé kifejezett
immunfestodést talaltunk neurokan, tenaszcin-C és verzikan esetében, a schwannoma mintak
pedig gyengébb immunfestddést mutattak brevikén és neurokdn tekintetében. A metasztatikus
szovetek mutattak verzikan esetében a leghalvanyabb immunfest6dést. A tenaszcin-C festodés
nagyon gyenge volt mind a schwannomaban, mind NSCLC-ben. A tumormarkerek és a Ki-67

festddési intenzitdsa 6sszhangban allt a hisztologiai diagdzissal.

4.6. A jelenlegi onkoterapia hatasa az invaziés panel molekuldainak expresszidjara

4.6.1. RNS expresszios eredmények

A konkuralé kemo-irradiacios kezelés eldtti és utani GBM szdvetmintdk esetében a
génexpresszid Osszehasonlitdsa sordn a kezelt mintdkban a 19 vizsgalt molekukabdl 12
molekula RNS szintje csokkent (brevikan, kollagen type 11 alphal, fibronektin, integrin alphal,
integrin alpha7, laminin alpha4, laminin betal, MMP-9, neurokan, szindekanl, tenaszcin-R,
verzikan), mig 7 molekula transzkriptumaban lattunk emelkedést (kadherin N2, CD168, erbB2,

integrin alpha3, integrin betal, matrix metalloproteinase-2, tenaszcin-C), (13. abra).

4.6.2. Proteomikai eredmények

Kvantitativ fehérje vizsgalattal 2 molekula esetében (szindekan-1, tenaszcin-C) nem
kaptunk értékelheté eredményt, 12 vizsgalt fehérje szintje csokkent (brevikan, kadherin N2,
CD168, kollagén type 111 alphal, erbB2, integrin alpha3, integrin alpha?, integrin betal, laminin
betal, MMP-2, MMP-9, neurokan, tenaszcin-R) 5 génnél pedig a fehérje koncentracio
novekedését tapasztaltuk (erbB2, fibronektin, integrin alphal, laminin alpha-4, verzikan), (14.
abra).
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13. abra. A vizsgalt extracellularis-matrix molekulak (invazios panel) RNS expressziojanak fold change valtozasa
onkoterapia eldtti valamint utani glioblasztoma mintdkban log[2] skalan feltiintetve. A balra mutatd savok
magasabb kezelés elotti szintet jelentenek, mig a jobbra mutatok onkoterapia utani magasabb expressziot. A
szignifikans valtozast vilagossziirke szinnel jeloltiik
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14. abra. A vizsgalt extracellularis matrix molekulak (invazios panel) fehérje szintii mennyiségi valtozasai (fold
change, log[2] skalan feltiintetve) kezeletlen és konkurald kemo-irradidcoban részesiilt glioblasztoma mintakban.
A molekulék a valtozas mértékének sorrendjében szerepelnek. A balra irdnyuld vonalak a kezelés eldtti magasabb
szintet, a jobbra iranyuld vonalak a kezelések utani magasabb szintet jelentik. A szignifikans valtozast

vilagossziirke szinnel jeloltiik

67



dc_1200_16

A expresszids valtozasokat RNS ¢és fehérje szinten egylitt elemezve 8 esetben lathatod

konkordans valtozas (13. tablazat). A brevikan, kollagén type Il alphal, integrin alpha?,

laminin betal, MMP-9, neurokan, tenaszcin-R a kezelt mintdkban mindkét vizsgalatban

konzekvens expressziocsokkenést mutat, ezzel ellentétben az erbB2-nél a transzkripcio és a

transzlacio soran is expresszidemelkedés volt megfigyelhetd. A statisztikai elemzések soran az

eltérések mindossze 2 esetben bizonyultak szignifikdnsnak: RNS szinten a MMP-9 (fold
change: 0,21, p érték: 0,006 95%-o0s CI: [0,13] - [0,26]), protein szinten pedig a brevikan
(protein szint: -4432,44, p érték: 0,006 95%-0s Cl: [-8857,43] - [-7,46]) csokkent szignifikans

mértékben az onkoterapiat kdvetden.

RNS Fehérje
Molekula fold change  p érték feslzliér:{e p érték RS Fehérje
Matrix metalloproteinase-9 -696,52 0,767 l l
Brevikan 0,38 0,149 -4432,44 | |
Tenaszcin-R 0,44 0,260 -248,43 0,597 ! l
Neurokan 0,47 0,244 -1174,38 0,716 l 1
Kollagén type 111 alphal 0,70 0,540 -35,47 0,806 | |
Szindekan-1 0,74 0,678 0,00 0 1 -
Integrin alpha? 0,75 0,161 -720,12 0,113 ! !
Integrin alphal 0,78 0,228 218,80 0,575 l 0
Fibronektin 0,78 0,395 68,87 0,753 l 0
Verzikan 0,82 0,859 1,70 0,909 l 0
Laminin betal 0,83 0,185 -499,08 0,223 ! !
Laminin alpha4 0,84 0,374 124,27 0,766 l 0
Integrin alpha3 1,02 0,621 -279,55 0,307 0 l
Matrix metalloproteinase-2 1,04 0,859 -660,13 0,093 1 |
CD168 1,10 0,737 -116,92 0,482 0 !
Tenaszcin-C 1,24 0,984 0,00 0 0 -
Erb B2 1,27 0,429 121,35 0,503 0 1
Integrin betal 1,28 0,199 -496,82 0,112 0 !
Kadherin-N2 2,20 0,334 -538,95 0,166 1 |
13. tablazat. A vizsgalt extracellularis matrix molekuldk (invaziés panel) RNS ¢és fehérje szinth

expresszidvaltozasai kezeletlen valamint sugér- és kemoterapia utani glioblasztdéma mintakban. A vildgossziirke
sorok az RNS és fehérje szinten is egyiranyt valtozast mutatd molekulakat jelolik, a fekete hatteres kiemelés pedig

a szignifikans valtozast jelenti
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4.7. A peritumoralis agyallomany szerepe a tumorinvazioban

4.7.1. RNS expresszios eredmények

A peri-GBM ¢és peri-Met 0Osszehasonlitasban tiz molekula mutatott relativ
expressziondovekedést a peri-metasztatikus szovetben: brevikan, ErbB1, ErbB2, integrin alfa-1,
alfa-3, alfa-7, laminin alfa-4, beta-1, tenaszcin-R, verzikan. Kilenc gén esetében volt
megfigyelhet6 fokozott expresszido GBM peritumoralis mintaiban: N-kadherin-2, kollagén alfa-
1, fibronektin, CD168, integrin beta-1, matrix metalloproteinaz-2 (MMP-2), MMP-9, neurokan,
tenaszcin-C. Két esetben talaltunk statisztikailag szignifikans eltérést: a tenaszcin-C (95% CI:
7,95-12,92) és a CD168 (95% CI: 2,75-4,64) expresszioja szignifikdnsan magasabb volt peri-
GBM-ben peri-Met-hez viszonyitva (15. abra).
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15. abra. Az invazidval Osszefliggésben vizsgalt molekuldk (invazids panel) mRNS expresszios fold change
valtozasa log2 alapt skalan glioblasztoma melleti agyallomany (peri-GBM) és attéti daganat melletti agyallomany
(peri-Met) szévetekben. A molekulak a kapott értékek névekvé sorrendjében szerepelnek. Az 1,00 alatti érték peri-
Met-ben 1év6 fokozott expressziot, mig az 1,00 feletti érték peri-GBM-ben 1év6 fokozott expressziot jelent
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A peri-GBM mintakat a Norm szdvethez viszonyitva 14 esetben volt peritumoralisan
expresszi6 emelkedés: N-kadherin-2, kollagén alfa-1, ErbB1, ErbB2, fibronektin, CD168,
integrin alfa-1, alfa-3, beta-1, laminin beta-1, MMP-2, MMP-9, neurokan, tenaszcin-C, de csak
a CD168 (95% CI: 0,30-0,44) esetében volt statisztikailag szignifikans az eltérés. 5 gén
expresszidja csokkent peri-GBM-ben nem tumoros agyszovethez viszonyitva: brevikan,
integrin alfa-7, laminin alfa-4, tenaszcin-R, verzikan, mely koziil csak a tenaszcin-R (95 % CI:
1,40-5,11) csokkenése bizonyult szignifikansnak.

Osszehasonlitva a peri-Met és a Norm mintakat 13 molekula mRNS szintjénél talaltunk
peri-Met emelkedést: brevikan, kollagén alfa-1, ErbB1, ErbB2, CD168, integrin alfa-1, integrin
alfa-3, integrin alfa-7, integrin beta-1, laminin alfa-4, laminin beta-1, MMP-9, verzikan.
Emellett minddssze hat gén szintje csokkent a peritumoralis szovetben Norm-hoz viszonyitva:
N-kadherin-2, fibronektin, MMP-2, neurokan, tenaszcin-C, tenaszcin-R. Ebben az

0sszehasonlitdsban egyik esetben sem talaltunk szignifikans eltérést.

4.7.2. Proteomikai eredmények

Az mRNS-szinten vizsgalt molekulak protein-szintli mennyiségi meghatarozasahoz un.
jelolés nélkiili SRM alapt kvantitativ fehérje analizist végeztiink. Az ErbB2 ¢és tenaszcin-C
tablazat mutatja.

Peri-GBM ill. peri-Met korrelacioban 11 ECM fehérje mennyisége volt emelkedett
GBM esetében, amib6l 5 mutatott az mRNS értékekkel megegyezd iranyu valtozast: N-
kadherin-2, CD168, integrin beta-1, MMP-9, neurokan. A CD168 emelkedés szignifikansnak
bizonyult (95% CI: 325,9-1109,1) csakigy, mint gén szinten. A metasztazis koriil 6 fehérje
szintjének emelkedését detektaltuk, amibdl 3 volt az mRNS valtozassal megegyezd: integrin
alfa-1, tenaszcin-R és verzikan. A fibronektin-szint ndvekedés peri-Met-ben szintén
szignifikansnak bizonyult (95% CI: [-642,5]-[-10,5]).

70



dc_1200_16

2800
2600 &
2400
A *
2200
. 2000
é 1800 ?
= 1600 I f R
E 1400 f 'y p |
£ 1200 + 1 ’
$ 1000 3
800
600 . R &
400 =
i ‘2K A
200 A ' 3
0| | & *. ¢
colla fibro |integ | lami integ|integ cadh |integ | lami
erbB | tena erbB . versi| . tena | . . CD1 | neur mmp| _ . - lmmp|brevi|
7 |scincl 8| 1 necti | rin- can || anpl T i | g | &TRC| rin- T | nin-
al n f1 ad al | a7 12 | a3 f1
4 norm 0 0 40 | 52 158 309 324 | 615 668 | 903 104|105 |128 | 143 | 163 | 181 | 191 | 194 | 230
peri-met 0 | 156 | 94 | 134 | 749 | 431 | 445 | 522 | 446 (148 | 124 | 419 | 659 | 131 | 116 | 217 | 167 | 140 | 168
Aperi-GBM | 153 | 0 | 52 |425 423|508 |291 |672 |303 |125 134 113 | 850 | 165 | 178 | 232 | 166 | 259 | 242

14. tablazat. Az invazios panel molekuldinak fehérje expresszios szintjei glioblasztéma melleti agyallomany (peri-
GBM) és attéti daganat melletti agyallomany (peri-Met) és nem tumoros betegb6l szarmazd (norm)
agyszovetmintakban

Nem tumoros agyszévethez viszonyitva peri-GBM mintdkban 13 fehérje szintje volt
nagyobb, amib61 10 a génexpresszidkkal megegyez6 valtozast mutatott: N-kadherin-2, kollagén
alfa-1, ErbB1, fibronektin, CD 168, integrin alfa-1, alfa-3, beta-1, laminin beta-1, MMP-9.
Mindossze 4 fehérje koncentracidja volt magasabb Norm szdvetben, ebbdl 2 mutatott
konkordanciat: tenaszcin-R, verzikan. Szignifikans eltérést nem detektaltunk.

Peri-Met és Norm Osszehasonlitasban 8 fehérje szintje emelkedett meg a peritumoralis
szovetben, 7 esetben konkordanciaval: kollagén alfa-1, ErbB1, integrin alfa-1, alfa-3, alfa-7,
beta-1, verzikan. A peri-GBM - Peri-Met korrelaciohoz hasonléan a fibronektin-szint
emelkedés itt is szignifikans volt annak ellenére, hogy gén szinten ugyanugy csokkenést
detektaltunk. Peri-Met-ben nem tumoros mintakhoz képest csokkent koncentraciét mértiink 9
fehérje esetében, ebbdl 4 esetben volt a csokkenés az mRNS valtozassal megegyez0 iranya: N
kadherin-2, MMP-2, neurokan, tenaszcin-R. Ez utobbi esetben sem talaltunk szignifikans

eltérést.
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4.8. Az invazios spektrum prognosztikai szerepének vizsgalata glioblasztomaban

4.8.1. A betegek klinikai adatainak eredményei

A GBM mintakat két csoportba osztottuk a teljes tulélés alapjan; 23 honapos talélést
tekintettiik szelekcids tényezonek. A 23 honap vagy annal rovidebb teljes taléléssel rendelkezd
betegekbdl szarmazd mintakbol képeztiik az ,,A” csoportot, mig a ,,B” csoportba a 23 honapnal
nagyobb teljes tulélést mutatd betegek kertiltek (A csoport 12 6, B csoport 14 {6).

Az invazidban szerepet jatsz6 molekuldk meghatarozasara kivalasztott mintakat ado
betegek atlagos progresszid mentes tulélése (PFS) az A csoportban 8,0+7,0 honap, a B
csoportban 14,4+8,3 honap volt. Az atlagos teljes talélés (OS) az A csoportban 13,4+8,3
hénapnak, mig a B csoportban 35,24+13,6 honapnak adodott. A két csoport atlagos progresszio
mentes ¢és teljes talélése szignifikansan kiilonbozik egymastol (PFS: p = 0,04; OS: p < 0,001).
A tumorok lebenyi lokalizacidja és a daganat oldalisagdban nem mutatkozott szignifikéns
kiilonbség a két eltérd talélési csoportban (p = 0,52, ill. p = 0,75). A daganatok legnagyobb
atméréje atlagosan 49,3+20,8 mm volt az A csoportban, 43,5+17,7 mm a B csoportban, a két
csoportban a daganatok atlagos mérete nem kiilonbozott egymastol szignifikansan (p = 0,42).
A két csoportban a kitjulds miatti reoperaciok aranya (7/12 vs. 12/14) sem kiilonbdzik
szignifikdnsan egymastol (p = 0,27). Elmondhato tehat, hogy a tuléléseket leszamitva a betegek
klinikai paraméterei hozzavetdlegesen azonosak, a két csoport homogenitasa nem kiilonbozik

egymastol szignifikansan.

4.8.2. Az invazios molekulak RNS expresszios mintdazata

Az egyes gének expresszidjat egyedileg vizsgdlva a két csoport adatai kozott
szignifikans kiilonbséget nem talaltunk (16. abra). A 20 ECM alkotd expresszidjat egyiittesen
vizsgalva azonban az egyes csoportokra jellemz6 invazids mintdzat, azaz invazids spektrum
hozhato Iétre, melynek statisztikai osztalyoz6 algoritmusok elemzésével specifikus és

szignifikans eltérés igazolhato a kiilonbozo talélést mutatd betegesoportok kozott.
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16. abra. Az invazios panel molekuldinak MRNS expresszios értékei kiillonbozo tilélést mutatd GBM mintakban.

Group A: atlagos teljes tilélés < 23 hoénap; Group B: atlagos teljes tulélés > 23 honap

A csoport-6sszehasonlitast végzo tesztek emellett bizonyos molekulak kulcsszerepét is
meghataroztdk, melyek egylittes expressziovaltozasa a szignifikans kiilonbséghez
nélkiilozhetetlenek. A két kiilonb6z6 betegesoportban a brevikan és az integrin-p1 expresszios
szintje tlinik jelentdsnek a tumorok invazivitasa és a varhat6 talélés alakulisa szempontjabol.
Az elemz6 program a mintdk 85,2%-4t azonositotta helyesen, a médszer szenzitivitdsa 0,852;
pozitiv prediktiv értéke 0,858 volt (15. tablazat). Az elemzések soran tehat egyértelmiien
megallapithatd, hogy a molekuldk invazids spektruma és a varhato talélés jol igazolhatod

Osszefliggést mutat.
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Helyesen azonositott ROC Pozitiv
mintak Szenzitivitas | analizis prediktiv
No. % érték érték

A csoport 9/14 64,2% 0,750 0,775 0,900

B csoport 14/15 93,3% 0,933 0,775 0,824

Osszesitve 23/25 85,0% 0,852 0,775 0,858

15. tablazat. Az invazids panel mRNS expresszios eredményeinek statisztikai osztalyozoval torténd elemzése utan

a jobb és rosszabb progndzisu csoportok elkiiloniilése glioblasztomaban

4.8.3. Protein expresszios eredmények

A proteinszintli elemzések soran az A és B csoportok kézott a molekulakat egyenként
vizsgalva szignifikans kiilonbség nem igazolhato (17. abra). A fehérje szintli expresszios
értékekbdl 6sszealld invazios spektrum az egyedi adatokkal szemben azonban j61 hasznalhato,
hiszen az expressziés mintazat alapjan az esetek 85,7%-aban a mintat helyesen becsiilte meg
tulélés szempontjabol (szenzitivitas: 0,857, pozitiv prediktiv érték: 0,893). Kiemelendd, hogy
a magasabb tulélési csoportba tartoz6 mintak mindegyikét helyesen becsiilte az algoritmus (16.
tablazat). A brevikan, kadherin-12, integrin-a3, valamint laminin-04 és —p1 fehérjék

bizonyultak kulcsmolekulanak az osztalyozas szempontjabol.
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17. abra. Az invazids panel molekulainak protein expresszids értékei kiilonbozo talélést mutaté GBM mintakban.

Group A: atlagos teljes tulélés < 23 honap; Group B: atlagos teljes tulélés > 23 honap

Helyesen azonositott ROC Pozitiv
mintak Szenzitivitas | analizis prediktiv
No. % érték érték

A csoport 6/8 0,75% 0,75 0,875 1

B csoport 6/6 100% 1 0,875 0,75

Osszesitve 12/14 85,7% 0,857 0,875 0,89

16. tablazat. Az invazios panel protein expresszios eredményeinek statisztikai osztalyozdval torténé elemzése utan

a jobb és rosszabb prognézisu csoportok elkiiloniilése glioblasztomaban.
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5. MEGBESZELES

5.1. A Neuro-onkoldgiai Labor kutatasi hatékonysaga

A DE Idegsebészeti Klinikan 2005-ben létrehozott Laborral sikeriilt megteremteni a
klinikai beteganyag tudomanyos feldolgozahoz sziikséges szovet- €s adatgylijtemény feltételeit,
¢s az e célra kialakitott Idegsebészeti Agydaganat- €s Szovetbank messzemenden bevaltotta a
hozza fizott reményeket. Az elmult 12 évben Osszesen 1121 miitét soran 68 kiilonbozo
szOovettani entitasbol vettiink intraoperativ gyorsfagyasztott szovetmintat, majd a darabolt
tarolas eredményeképpen végiil 6324 minta katalogizalt tarolasa valosult meg. A késObbi
kutatasi tamogatasok (TAMOP, NAP) segitségével a Labor kapacitisanak novelésével teljes
vér és szérumminta gyljtése is megkezdddhetett, melynek kdszonhetden jelenleg 307 betegbdl
rendelkeziink mélyfagyasztott aliquotba rendezett mintakkal.

Kiilonosen nagy értéke az Agydaganatbanknak a nagyszamu, funkcionalis idegsebészeti
miitétbdl vagy térfoglald folyamat esetén elvégzett dekompressziobol szarmazo nem-tumoros
agyszovetminta, mely minden agydaganatkutatasban végzett vizsgalathoz nélkiilozhetetlen
referenciaanyagként szolgdl. E tekintetben az Agydganatbankunk nemzetkdzi szinten is
kuriozumnak tekinthetd €s a kollaboracios vonzzereje is kiemelkedo.

A jelen disszertacio alapjat képezé Osszes kozlemény sajat kutatdsok eredményeire
épiilt, de a Tumorbanknak kdszonhetden igen kiterjedt kollaboracids haldzatot hoztunk létre,
melynek soran 11 hazai, 2 kanadai és 1 németorszagi kutatdlaborral alakitottunk ki nemzetkozi

kozleményekben mérhetd aktiv tudoméanyos kapcsolatot.

Az Agydaganat- és Szovetbankban rejlé kutatasi potencidl
A Tumorbankban rendelkezésre allo szovetmintak tudomanyos igényli feldolgozasa
szamos tovabbi klinikai relevanciaval biré témakort hordoz magéban. A harom {6 szovetminta
tipus (tumor, szérum, teljes vér) ugyanis kiilonbdz6 moédon nyljtva informaciot az intrakranialis
daganatrol a betegellatas kiilonbozé megkozelitési modjat is eldrevetiti:
1. A jelenlegi tumorminta-kutatds a mar radiologiai képalkotd modszerekkel
diagnosztizalt, kialakult intrakranidlis szOvetszaporulat idegsebészeti miitétén atesett

crer

célozza.
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2. A szérum-mintak vizsgalataval az exosomak kutatisa valosulhat meg. Ezek a tumorbol
szarmaz6  kiilonb6zé  molekuldkat  (proteinek, miRNS, stb.) tartalmazé
mikrovezikulumok miitéti beavatkozas nélkiil is lehetdséget adhatnak a jovoben a
szovettani tipus, a proliferacidos hajlam, vagy éppen az invazios aktivitas
meghatarozasara. Ezaltal a radiologiai ¢és laborvizsgalatok egyiittes elemzésétdl az
onkoterapias stratégia megallapitasa is lehetségessé valhat. Kiilonosen hasznos lehet ez
elokvens régiok kisméretli infiltrativ tumorai esetében, vagy olyan szovettani entitasok
eseteiben, amikor a tumorelimindcié a daganat sugar- és kemoszenzitivitasanak
koszonhetden miitéti rizikd nélkiil megoldhato. Az els6é kategoridba tartozik a gliomak
nagy csoportja, mig a masodikba az intracerebralis limfomak, germinomak valamint a
stereotaxias sugarsebészeti beavatkozassal jol kezelheté attéti daganatok nagy
esetszamu csoportja tartozik.

3. A teljes vér vizsgalatdval a genom feltérképezése, az onko- és szupresszorgének
meghatarozasa, a tumor kialakulasadnak elérevetithetd valoszinlisége hatarozhaté meg,
igy az eziranyu kutatasok mar a prevencio, a korai diagndzis, a korai, joval effektivebb

onkoterapia lehetdségét hordozzak magukban.

5.2. A jelenlegi onkoterapia effektivitasanak meghatarozasa glioblasztoma esetében sajat

beteganyagon

A DE KK Idegsebészeti Klinikdn 2002 ¢és 2012 kozott operadlt 104 primer
glioblasztomas beteg korlefolydsat elemeztik a kiilonb6zd kezelési metddusok
hatékonysaganak ¢és a klinikai paraméterek prognosztikai szerepének megitélésére. A klinikai
paraméterekkel kapcsolatos megfigyeléseink alapjan elmondhatjuk, hogy a jo preoperativ
Karnofsky pontszamu, jo altalanos allapotu betegek esetében a beteg neme, kora, a daganat
oldalisaga, mérete és lokalizacidja 6nalldo prognosztikai faktor szerepét igazolni nem tudtuk. A
miitét radikalitasa a konkuraldo kemo-irradiacioban részesiilt betegek (RT+TMZ) csoportjaban
kedvezben befolyasolta a teljes talélést, de a tobbi csoportban nem igazolodott statisztikai
Osszefliggés a miitét tipusa és a talélés kozott. Mivel a posztoperativ kezelést a KPS pontszdm
és a neurologiai status egyértelmiien befolyasolja, megéllapithatd, hogy a jo6 posztoperativ
statusz megdrzése a tulélés szempontjabdl nagyobb jelentdségli, mint a miitéti reszekcid

kiterjedtsége. Ezért a korabbi ajanlasokkal ellentétben a magas miitéti rizikot jelentd
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tumorlokalizacié esetében csak biztonsagosan elvégezheté mértékli parcidlis reszekcid
javasolhato.

Kiemelendd, hogy a vizsgalt betegpopulacioban sem a csak radioterapiat kapott betegek
esetében, sem a kemoterapiaval kombinalt kezelés esetében a tumorméret 6nmagaban nem volt
statisztikailag igazolhatd befolyassal a talélésre. Eredményeink azt tamasztjak ala, hogy a
daganatellenes kezelést képviseld irradidcid, ill. kemoterapia a tumormérettdl figgetlentil fejti
ki hatasat. Ugyanezt az eredményt kaptak Back MF és mtarsai is [96]. Altalanosan elfogadott
irodalmi adat azonban, hogy idds korban viszont (atlag 73 +/- 5 év) a 4 cm-nél nagyobb tumor
méret a rossz prognosztikai tényezok kozé tartozik, amelyek szignifikansan csokkentik az
atlagos tulélési idot [97]. Ehhez hasonldéan Donato V. és mtsai szerint a glioblasztomas betegek
talélésének kimenetelét tobb egymastol fliggetlen tényezd egylittesen, Osszetett modon
hatarozza meg, melyek koziil a 4 cm-nél nagyobb tumor méret rossz prognosztikai markernek
szamit [98].

A kiilonb6z6 kezelési metodusok effektivitasaval kapcsolatban sajat tapasztalataink
szerint a palliativ sugarkezelésnek a progressziomentes tulélést szignifikansan befolyasold
hatdsa nem igazolhat6 sOt, a tilineti terapidhoz képest a teljes talélést is csak kis mértékben
hosszabbitotta meg. Mivel a pRT altal nyGjtott talélésbeli hatas nagyrészt a progresszid utani
rossz neurologiai allapotra vonatkozik, effektivitasa €s indikéacioja erdsen kétséges.

A teljes sugarkezelést kapott betegek (RT) tulélése szignifikansan hosszabbnak
bizonyult a BSC-hez és a pRT-hoz képest, mint ahogy a RT+TMZ-ban részesiilé betegek teljes
tulélése szignifikansan hosszabbnak bizonyult a csak sugarkezelésben részesiilé betegekéhez
képest. A konkurald kemo-irradiacios kezelést kovet6 bevacizumab monoterapiaban részesiilé
betegek tulélése szintén szignifikdnsan hosszabb volt az §sszes tobbi csoporthoz képest, de ha
kozelebbrél megvizsgaljuk a konkurdld kezelésben részesiilt betegek adataihoz képest elért
eredményeket, a kiilonbség mar nem lesz statisztikailag definitiv. Ugyanis a RT+TMZ és a
RT+TMZ+BC csoport betegeinek a progresszidig eltelt ideje 8,4 honap versus 11,8 hoénap,
melyek kozott a fennallo 3,4 honap kiilonbség a két csoport OS-e kozotti 6,9 honapot 3,5
honapra csokkenti. Ez a kiilonbség a két terapia kozott azonban nem bizonyul szignifikdnsnak.
A két csoport progresszioig eltelt idejében észlelt jelentds kiilonbség magyarazata valdsziniileg
abban rejlik, hogy bevacizumab kezelésben csak a jo0 neurologiai allapotd, és progresszid
ellenére legalabb KPS 70 ponttal rendelkezd betegek részesiilhetnek, ami tulajdonképpen egy
elézetes szelekciot eredményez a lassibb lefolyast, kemoterdpidra jobban reagdld betegek

javara. Osszességében tehat annak ellenére, hogy a bevacizumab kezelésben részesiilt csoport
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esetében az OS egyértelmilen hosszabb, mint a bevacizumab kezelést nem kapott betegek

esetében, a kiilonbséget statisztikailag igazolni nem lehetett.

Azonos bazisterdpiaban részesiilo betegek tulélési adatainak elemzése

Az altalunk vizsgalt glioblasztomas betegek koziil 6sszesen 60 beteg részesiilt a miitéti
ellatast kovetéen konkurald kemo-irradiacios kezelésben. Minden beteg posztoperativ
Karnofsky pontja legalabb 70 volt, minden beteg 60 Gy FBRT-ben részesiilt és minden betegnél
addig folytattuk a TMZ kezelést, amig vagy a neurologiai allapota vagy a koponya MRI nem
mutatott egyértelmii rosszabbodast. Elmondhatjuk tehat, hogy a ,,bazisterapia” minden beteg
esetében azonos volt, az OS mégis igen nagy szorast mutatott (min. 4, max. 43 honap). Ennek
az igen nagy eltérésnek a magyarazatat keresve a betegeket két csoportra osztottuk: az elsd
csoportba tartoztak azok, akiknek a talélése 16 honapnal révidebb volt (atlag: 10,2+-4,2 honap).
A masodik csoportba a 16 honapnal hosszabban tulélt betegeket soroltuk (atlag: 25,7+7,4). E
két csoport paramétereinek Osszehasonlitasaval probaltunk a nagyfoku eltérésre klinikai
szempontbdl magyardzatot talalni €s egyben klinikai prognosztikai faktort meghatarozni. A 16
honapos atlagos tlélési hatarvonalat a jelenlegi bazis-terapianak mindsiild standard konkuralo
kemo-irradiacioban részesiilt betegek irodalmi adatok szerinti atlagos tulélési idétartama adta.

A két csoport klinikai adatait a 17. tablazat tartalmazza.

Bevacizumab ] Tumor-
Eset- kezelésben Reoperalt OS PFS  Nem Eletkor Oldal Preop. Postop. méret
szam részesiilt betegek (honap) (hénap) (F/N) (év) (J/B) KPS KPS (cm)
betegek
10,2 45 52,0 75,4 77,5 4,3
1.csop.| 28 7 7 42 23 15/13 +132 16/12 +19.3 480 410
25,7 13,4 54,3 78,4 78,4 4,1
2.csop.| 32 18 15 74 75 19/13 1110 11/21 L1135 103 411
A tumor - - c o . .
lokalizAciéja frontalis  temporalis  parietalis occipitalis  tobblebenyi
1. csop. 11 3 4 1 9
2. csop. 8 11 5 2 6
A sebészi . . részleges teljes
beavatkozis tipusa biopszia eltavolitas eltavolitas
1. csop. 4 10 14
2. Csop. 1 11 20

17. tablazat. A kiilonbozé atlagos tulélést mutatd csoportok klinikai paraméterei. OS= teljes tulélés, PFS =
progresszié mentes ttlélés, F=férfi, N=nd, J=jobb, B=bal, KPS=Karnofsky Performance Score
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A két csoport sszehasonlitasanal megallapithatd, hogy a nemek aranya, a betegek kora,
a tumor oldalisdga, mérete, lokalizacidja, a preoperativ és posztoperativ KPS nem kiilonbozott
jelentésen. A makroszkoposan teljes mutéti tumoreltavolitas aranya valamivel magasabb volt a
hosszabb tulélést mutatd csoportban, mint a hamarabb elhaldlozottak kdzott (62,5 % versus
50,0 %), de a kiilonbség statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak (p = 0,4754).
Egyértelmiien szignifikans kiilonbség csak a szelekcios paraméterként meghatarozott tilélési
idotartamokban mutatkozott (PFS 4,53+5,29 honap versus 13,37+7,51 hoénap, p < 0,0001, OS
10,21+4,19 versus 25,68+7,39, p < 0,0001), ami a két csoportot elvalasztd paraméter megfeleld
szelekcids erdsségét igazolta.

A tulélések elemzésénél megallapithatd, hogy az azonos kiinduld neurologiai status
mellett azonos bazisterapiaban részesiild, mégis igen nagy PFS és OS kiilonbséget mutato
csoportok klinikai paramétereinek elemzésénél a két csoport kozott statisztikailag
szignifikansnak mondhato kiilonbség egyetlen kinikai paraméter esetében sem igazolodott. Ez
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy eredményeink azt bizonyitjak, hogy az azonos
neurologiai statuszi és azonos bazisterapidban részesiilt betegek tulélését nem a vizsgalt

klinikai paraméterek, hanem a daganat sugar- ¢és kemoszenzitivitdsa hatdrozza meg.

5.3. Prediktiv markerek meghatarozasa sajat beteganyagon: az 1 p19q kodelécié klinikai

relevancidja oligodendrogliomakban és oligoasztrocitomakban

Az oligodendroglioma a harmadik leggyakoribb glidlis eredeti tumor, a gliomak 5-
20%-at alkotjak [3, 99, 100]. Eurdpaban az éves incidencia 0,2 eset 100.000 lakosra [101].
Megkiilonboztetiink kizardlag oligodendroglialis komponensii daganatokat (oligodendro-
glioma), illetve asztrociter elemeket is tartalmazo tumorokat (oligoasztrocitéma) [101-103]. Az
oligodendrogliomék prognézisa kedvezObb, mint az asztrocita komponenst is tartalmazé
daganatoké [99]. Az oligodendrogliomak a WHO klasszifikacio alapjan low grade (II. gradus)
¢és high grade (III. gradus) csoportokra oszthatok szovettani tulajdonsagaik alapjan [1, 101].
Mivel a gliomak jelentds része kevert tumor (oligo-asztrocitoma), ezért az asztrocitdmak neuro-
onkologiai kezelésének megtervezéséhez az oligodendroglia-komponens progndzist
befolyasold szerepének ismerete feltétleniil sziikséges. Irodalmi adatok szerint a DNS
replikaciot gatldo onkoterapia effektivitasat csokkentd repair-mechanizmusok enzimeit koédold
géneket ¢érintd kromoszoma rendellenességek hozhatok leginkdbb Osszefliggésbe a

prognozissal. A leggyakrabban észlelt kromoszomalis rendellenesség oligodendrogliomakban
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az 1p, illetve a 19q lokuszok elvesztése [104]. Az oligodendrogliomak 75%-aban kimutathato
vagy az lp, vagy a 19q delécio, mig az egyiittes delécio (kodelécid) az esetek 60-70%-aban van
jelen [105, 106] . A 1l. gradust tumorok kb. 80-90%-ban kimutathat6 az 1p/19q kodelécié [107,
108], amit kiegyensulyozatlan transzlokaci6é [t(1;19)(q10;p10)] okoz [109, 110]. Ehhez az
eltéréshez mind II-es, mind Ill-as gradus esetén jobb kemoterapias valaszkészség [105, 111
113] és hosszabb PFS tarsul [111, 114]. A jelenség hatterében egyrészt a sejtek eltérd osztodasi
¢és apoptotikus képessége allhat [115], illetve tobb tanulmany szerint az 1p/19q-kodelécio
jelenléte alacsony gradust gliomakban a tumor alkilaloszerekre vald érzékenységének jelzéje
[116]. Egyes felmérések alapjan a kodelécioé jelenléte a frontalisan daganatokban gyakrabban
észlelhetd, mint a temporalis lebenyben elhelyezkedd tumorok esetén [117]. A gyermekkori
oligodendrogliomékban - fleg az elsd évtizedben - az 1p/19q kodelécio ritkabban fordul eld
[118].

Jelen tanulméanyunkban az eddig elvégzett vizsgalatokkal kapcsolatos klinikai
tapasztalatokat gytijtottiik 6ssze. 2006. és 2008. kozott a DE KK Idegsebészeti Klinikan 28
oligodendroglia komponenssel rendelkezd gliomas beteg esetében tortént 1p/19q-kodelécio-
analizis, melynek eredményeit klinikai adatokkal vetettiik 6ssze. Emellett a kiilonboz6 kezelési
protokollokban részesiilt betegek adatainak elemzésével az 1p/19g-kodelécionak a
kemoterapiara érzékeny (,,responder”) betegcsoport meghatarozasaban betoltott prognosztikai
alkalmazhatdsagat teszteltiik. Eredményeink alapjan az oligodendroglia komponensii gliomak
vonatkozasaban az alabb részletezett kovetkeztetésekre jutottunk.

I11-as gradust daganatokban a kor elérehaladtaval csokkent a kemoterapiara érzékeny,
jobb prognozisii betegek aranya, ami az id6sebb korban jelentkezd tumorok agresszivebb
jellege mellett szol.

Az 1p/19g-kodelécio a reszekabilitassal pozitiv korrelaciot mutatott. Bar 11-es gradusi
daganatok esetében a miitét radikalitdsa nem befolyasolta jelentdsen a recidivamentes tulélést,
a Ill-as gradusu tumorok esetében azonban 1p/19q-kodelécio jelenlétében a recidivamentes
tulélés szignifikdnsan hosszabb volt teljesen reszekalhatdo tumorok esetében a parcialis
tumoreltavolitashoz képest.

Az 1p19q kodelécio eléfordulasi gyakorisaga gliomakban asztrocita komponens esetén
kisebb, mint oligodendrogliomakban. Ez a megfigyelés egybecseng az asztrocitomak Kisebb
kemoszenzitivitasaval, igy kevert komponensii daganatok esetén a sugarkezelés indikacioja —
kiilondsen 1p19q kodelécio nélkiili esetekben — megerdsithetd.

A recidivamentes tulélést befolyasolta a tumor lokalizacidja: a szubdominans féltekében

valosziniileg nagyobb aranyban lehetett teljes reszekciot végezni.
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1p/19g-kodelécid kemoterapiara vald érzékenységet prognosztizaldo szerepe II-es
gradusu eseteket tekintve sajat beteganyagon is bizonyithaté volt.

Végiil, eredményeink alapjan az 1p19q statusznak a kemoterapiara vald érzékenységet
jellemzé szerepét tekintve az oligodendroglia komponensti tumorok esetében az onkoterapia

megvalasztasaban betdltott prediktiv funkcidja megerdsitést nyert.

5.4. A temozolomid vizsgalata glioblasztomaban

5.4.1. A temozolomid szérumbeli koncentrdaciojanak meghatdarozdsa glioblasztomads betegben

Jelenleg az egyetlen rutinszertien adott elsévonalbeli kemoterapeutikum a GBM
daganatszovetben elért lokalis koncentraciojarol az irodalomban alig talalhatok direkt mérésbol
szarmaz¢ adatok. Ezek hidnyaban nem is szerepel ajanlas az oralis alkilalo agens bevételének
¢s a sugarkezelés kivitelezésének idobeni tervezésére, pedig a gydgyszer-penetraciot fokozo
sugarhatds ¢és a vérben elérhetdé maximalis gyodgyszerkoncentracido Osszehangolasatol az
onkoterapia effektivitdsanak optimalizaldsa lenne varhat6. Az igen kis mennyiségli €és igen
gyorsan lebomlé kemoterapeutikum komplex biologiai mintdbol (vérbdl) torténd kimutatasa
azonban nem tekinthetd konnyen elérhetd rutinszeri modszernek, igy érthetd, hogy klinikai
betegellatasbol szarmazo adatokat nem kdnnyt talalni az irodalomban.

Az elmult két évtizedben, a kapillaris elektroforézis hatékony €s sokoldala szeparacios
eszk6zz¢ valt magas felbontasi képességének, tovabba annak kdszonhetden, hogy képes igen
kis mennyiséget detektdlni még komplex (bioldgiai) matrixokban is, de kdzismert elényeinek
ellenére sem volt eddig olyan tanulmany, amely a TMZ és annak lebomlasi termékeinek CE-
vel kivitelezett analizisér6l szamolt volna be. Jelen tanulmanyban MEKC-t alkalmazva
glioblasztomas betegek szérumanak TMZ koncentraciojat monitoroztuk egyszeri 400 mg-0s
per os dozis utan. Vizsgalataink soran igazolni tudtuk, hogy a MEKC technika UV
spektrofotometrias detektalassal jo1 alkalmazhatdé a TMZ in vivo direkt meghatarozasara
daganatos betegek szérumdban. Meéréseink alapjan megéllapitottuk, hogy sikeriilt
glioblasztomas betegek vérében a TMZ ¢és lebomlasi termékeinek (MTIC és AIC) mennyiségét

megfelelé pontossaggal meghatarozni.
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Eredményeink alapjan a radioterapiat a TMZ bevétele utani 1-2 ora kozotti
intervallumban javasolt elvégezni. Tanulmanyunk eredményeképpen a Debreceni Egyetemen

a glioblasztoémas betegek kezelése mar ezzel az ajanlassal kiegészitett protokol szerint zajlik.

5.4.2. A temozolomid intratumordlis koncentrdcidjanak direkt meghatdirozdsa humdn

glioblasztomdban

A gyogyszerek intratumordlis lokalis koncentraciojanak ismerete kulcsfontossagt lehet
a gyogyszer hatékonysaganak ¢és akkumulacidjanak meghatarozasahoz, hiszen ha 6ssze lehetne
hasonlitani direkt mérésekkel a kiilonboz6 készitmények intratumoralis csicskoncentraciojat,
akkor a legmegfelelobb agens kivalasztasa is kézenfekvo lenne.

A jelenlegi vizsgalatot egy olyan ritka lehetdség sziilte, melynek sordan egy ismert
glioblasztomas beteg a monoterapids TMZ kezelés alatt allapotrosszabbodas miatt keriilt
klinikai felvételre, ahol elsé 1épésben a tumor okozta térfoglald hatds miatt dehidralast célzo
kezelés indult és a beteg a szokasos 400 mg TMZ adagjat is bevette. Nem sokkal ezutan azonban
tudatzavara alakult ki és a térfoglald hatas redukélasa érdekében slirgds miitét tortént. Ennek
soran a tumor reszekalasaval sikeriilt a beteg neuroldgiai allapotat stabilizalni, és a szovettani
vizsgalatra szant szovetmintakbol gydgyszerszint meghatarozast is tudtunk végezni.

Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a MEKC hasznosnak bizonyult agydaganatmintak
mérésének esetében is. A jelen kutatasban viszonylag kevés elokésziileti folyamatot
alkalmaztunk €s csupan 0,8 g-os minta (tumor) elegendd volt az elddusitashoz és analizishez.
Az 1j analitikai modszerként alkalmazott szovetminta-liofilizalas, majd homogenizalt oldatba

vitele megbizhatd metodusnak bizonyult és megfelelé érzékenységli méréseket tett lehetové.

A tumor mintdk eredményeibdl 6sszefoglalhatd, hogy a TMZ képes athatolni a vér-agy
gaton, de a cstcskoncentracié az analizalt mintdkban nem magasabb, mint 0,12 pg/g. Ez az
altalunk in vivo mért TMZ koncentracio érték Kisebb, mint mas kutatok altal megallapitott
értékek. Egy intracerebralis mikrodializis tanulmanyban a TMZ csticskoncentracidja az agy
interstitiumaban 0,6 pg/mL koriilinek mutatkozott [25, 119]. Egy prediktiv farmakokinetikai
modell alapjan pedig a josolt TMZ csucskoncentracid 1,8-3,7 ng/mL kozotti értéket ér el az
agyban [120]. A kiilonbségek elsddleges oka a mintavétel helyéilil szolgalo fiziologias
kompartmentek kiilonbségei lehetnek [119], de az altalunk végzett direkt gydgyszerszint-
meghatdrozas modszertani megbizhatdsdg szempontjabol elsdbbséget élvezve feliilirhatja az

eddig kozolt eredményeket.
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Osszefoglalva, tanulmanyunkban eldszér az irodalomban sikeriilt a TMZ lokalis
intratumoralis koncentraciot human glioblasztdoméaban meghatarozni. Ennek soran kidolgoztuk
a szilard halmazallapot tumorallomany CE-vel torténé meghatarozasanak technikajat, mely az
irodalomban szintén novumnak szamit. Az altalunk detektalt érték a korabbi kozlésekben
talalhato indirekt szamitott értékeknél egyértelmiien alacsonyabbnak bizonyult. A jelenlegi
onkoterdpia soran elérhetd intratumordlis gydgyszerszint tovabbi, magasabb lokalis

koncentracid biztositasara alkalmas készitmények iranti igényt alapoz meg.

5.5. Az EGFR és az integrinek kolesonhatasanak szerepe asztrocitomakban

55.1. Az ErbBl (EGFR) és az integrin-f1 kozti molekularis interakcio vizsgdlata

asztrocitomakban

A folyamatosan boviilo terapias eszkozkészlet ellenére még ma is kedvezotlen a magas
gradusu asztrocitomak prognézisa. A daganatsejtek lokalis invazidjuk révén lehetetlenné teszik
a sebészi eltavolitast, igy peritumoralis recidiva jelentkezik. Adatok tamasztjak ald pl. az
integrin (V1 heterodimer) szerepét az agyi daganatsejtek migracidojaban, expresszios szintjiik
Osszefligg a daganat tipusaval és gradusaval [121]. A ,,sejtadhezié-medialt terapia rezisztencia”,
mint fogalom megalapozza azt a felvetést, hogy a daganatsejtek menekiilési utvonalai a sejt-
sejt és sejt-ECM kapcsolatokon is alapulnak [122]. Mar felvetették az ErbB1 és integrin-f1
molekulak downstream szignalizacidjanak inhibicioja és a sugarkezelés kozotti szinergizmus
lehetéségét is [123-125]. A GBM nemrégiben valt az ErbB1 kis molekulastalya TKI-ok egyik
lehetséges célpontjava [126-128], az integrin-aVB3 inhibiciojara alkalmas cilengitide pedig el
is érte a klinikai fazist [129, 130].

A klinikai gyakorlatban is varhato elényds alkalmazhatdsagra valo tekintettel egy olyan
modszert fejlesztettiink ki, amely intraoperative frissen fagyasztott asztrocitoma mintakban az
ErbBl1 és integrin-f1 molekulak kozotti kolesonhatas mértékét képes kvantifikalni. A Il-es és
IV-es gradusi daganatok csoportjait Osszehasonlitva, a cellularis modelleken tortént
valtozasokhoz hasonloan, a megndvekedett integrin-f1 expresszio, illetve a fokozott ErB1-
integrin-B1 heteroasszociacido sokkal relevansabbaknak bizonyult a gradus és a prognézis
megjosolasa szempontjabol, mint a magasabb ErbB1 expresszios szint. A talélési id6 és a PFS
ellentétes viszonyban volt az in situ mért integrin-p1 expresszioval és ErbB1-integrin-p1

heteroasszociaciokkal. Az utdbbi a komplex hisztopatologiai gradus meghatarozassal
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megegyez0 hatékonysaggal klasszifikalta a tumor gradusét és egyediili meghatarozoja volt a
progndzisnak. Osszegezve, eredményeink megerdsitik az EGFR és az integrin-medialt invazio-

ellenes kemoterapeutikumok kifejlesztésének és alkalmazasanak igényét.

9.5.2. Az EGFR mutdcio szerepének vizsgdlata rekurrens glioblasztomdaban

Az EGFR gén amplifikdlt vagy az EGFR fehérje fokozottan expresszalt a
glioblasztomak tobb mint 60%-aban. Az EGFR gén mutacidja az EGFR fehérje fokozott
expresszidjat mutatd daganatok 50-70 %-aban megtalalhat6 és a mutans receptor, az EGFRvlI|
ligand-fliggetlen kinaz aktivitassal rendelkezik [131].

A legujabb kutatasok nagy hangstlyt fektetnek az EGFR tirozin-kinazokra. 2004-ben
két egymastol fliggetlen tanulmany talalt 6sszefiiggést az EGFR TK doménjében megtortént
mutacio és NSCLC-k gefitinib érzékenysége kozott [45, 46]. Ezek az EGFR kinaz mutaciok az
EGFR ligand-fiiggé kindz aktivitasat segitették el6, egyidejliileg pedig novelték az
érzékenységét a TKI-ok irant. A TKI gyogyszerek (gefinitib, erlotinib) kompeticioba 1épnek az
ATP-vel a receptor kindz doménjéhez vald kotddés soran, ezaltal blokkoljak a receptor
aktivaciot. Nem véletlen, hogy rekurrens glioblasztomas betegek esetében is felmertilt mar TKI
alkalmazasa, melyet napjainkban is szdmos kutatocsoport vizsgal. Jelen tanulméanyban
onkoterapia utan kiujult GBM miitéti ellatasabol szarmazo szovetmintakon végeztink EGFR
gén amplifikacid meghatarozast és mutacio-analizist.

A tanulmanyunkban az EGFR fehérje fokozott expresszidjat 65%-ban mutattuk ki. Az
EGEFR fehérje fokozott expresszidjanak hatterében 54%-ban az EGFR gén amplifikacioja, 23%-
ban pedig a nagyfokt poliszomia allt. A mutacid-analizis soran azonban nem talaltunk mutaciot
az EGFR gén TK doménjében. Az eredmények azt mutatjak, hogy mig az EGFR fehérje
fokozott expresszidja és a gén amplifikacio jelen lehet a kemoterédpia utan, az EGFR gén TK
doménjét érinté mutaciok azonban nem jellemzbek a rekurrens glioblasztomara.

Eredményeink azt igazoltak, hogy a rekurrens glioblasztomak nem rendelkeznek a kinaz
domén mutacidjaval, amely a glioblasztomak kezelésére alkalmazhaté TKI varhaté szerény
effektivitasara utal. Az EGFRVIII mellett, szdmos olyan mutacié lehet még, amely a
downstream jelatviteli itvonal molekulaira hat és szerepet jatszat ebben a folyamatban, kiilonos
tekintettel a k-ras-ra. Ellentétben azonban a nem kissejtes tiidorakkal és a kolorektalis
karcindmaval, a k-ras muticidja kiilonosen ritka GBM-ak esetében. fgy a recidiv

sziikséges lesz.
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5.6. Agyi attéti daganat és gliomak invazivitisanak dsszehasonlitisa

Altalanos megallapitas az onkologidban, hogy a tumor-eltavolitis radikalitasa
meghatarozza az onkoterapia hatékonysagat. Ezt azonban a daganatok kornyezeti invazidja
meghiusithatja, ahogyan az asztrocitomak esetében is eldfordul. A peritumoralis infiltraciot
nemcsak a malignus gliomakban, hanem az alacsony gradust tumorokban, igy a II. gradusu
asztrocitomakban is megfigyelték [132, 133]. Ezzel szemben a NSCLC agyi metasztazisai csak
mérsékelten invazivak, igy a radikdlis eltavolitdsuk 4altaldban rutin i1degsebészeti
beavatkozasnak szamit [134-136]. Tanulmanyunk célja elsGsorban a kiilonboz6 eredetii
agytumorok invazioval Osszefliggésbe hozhatdé molekuldi expresszids mintazatanak
meghatarozasa és Osszehasonlitasa volt. Masodsorban pedig azonositani kivantuk azokat a
molekuldkat, amelyek elsOdlegesen felelések a Il-es gradust asztrocitomak peritumoralis
invazivitasaért. Mivel a tumorinvazié nagyban fligg a meglehetdsen nagyszami ECM
komponens és a tumorsejtek koOzotti interakcioktdl, megvizsgaltuk egy gondosan
Osszevalogatott 96 tagh ECM-alkotd csoport molekuléit, melyekrdl korabban mar igazolodott,
hogy aktivan részt vesznek a peritumoralis infiltracioban. Az el6zetes mérések soran ezekbdl a
molekulakbol célzott vizsgalatokkal az intrakranidlis daganatokra jellemz6 molekulak korét, az
un. invazios panelt hataroztuk meg, és tovabbi mRNS expresszios méréseinkhez a kiilonb6z6

daganatok 0sszehasonlitasakor mar ennek a panelnek a tagjait vizsgaltuk.

5.6.1. Az invazios panel vizsgalata tiidorak agyi metasztazisaban és glioblasztomaban

A tiidékarcinoma agyi attétei és a GBM 0Osszehasonlitdsakor Osszesen 30 ECM-
komponens génexpresszidjat hatdroztuk meg, hogy az eltérd invazivitas molekularis hatteréhez
kozelebb kertiiljiink. 21 ECM komponens, hét protedaz, a HA membran-receptor (CD44) ¢és a
CD168 esetében végeztiink kvantitativ RT-PCR-t. Az mRNS analizis eredményei alapjan a
fentiek koziil hét molekula (agrin, neurokan, szindekan, verzikan, MMP-2 MMP-9 és a HA)
immunhisztokémiai festddését is vizsgaltuk.

Korabbi tanulméanyok pozitiv korrelaciot irtak le a glioma invazios készsége és a
brevikan [137, 138], a fibronektin [139, 140] a laminin [139, 141] a szindekan [142], a tenaszcin
—C [143, 144], a verzikan [145], az MMP-9 [146, 147], a HA [148] és a CD44 [149-151]
expresszidja kozott. Sajait méréseink az irodalomban kozolt eredményeket részben

megerdsitették, részben kiegészitették, amennyiben jelentds kiilonbséget észleltiink a normal
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agy és a GBM kozott a fibronektin, laminin -1, perlekan, szindekan-1, -4, tenaszcin-C, -R,
CD44, CD168, HAS-1, -2, és MMP-2 és -9 mRNS profilja tekintetében.

Nincs kielégit6 adat az irodalomban asztrocitomak esetében az aggrekanrol, matrilinrél,
perlekanrol, neuroglikan-C-r6l, neurokanrol, CD168-r61 vagy a kondroitinazrol. Megfigyelé-
slink szerint azonban a CD-168 és a perlekdn mRNS expresszidja szignifikdnsan magasabb
GBM-ben a normal agyszovethez képest, mig a tobbi tekintetében nem volt nyilvanvalo
kiilonbség a kettd kozott.

ECM komponenseket és invazioval 6sszefliggd molekuldkat vizsgaltdk mar NSCLC
esetében is. A bronchialis adenokarcindmaban a HA [152], fibronektin [153, 154], laminin
[155, 156], verzikan [157], MMP-9 [146] és a CD44 [158] szignifikansan magasabb
expresszidjat észlelték, mig a perlekdn, tenaszcin-C ¢és a szindekan nem korrelalt a
tumorndvekedéssel [153, 159, 160]. Nincs olyan adat sem, mely egyértelmli Gsszefliggést
mutatna az agrin, brevikan, matrilin, neuroglikan-C, neurokan, CD168, kondroitinaz, HAS és a
tiidé eredetli adenokarcindma viselkedése kozott. Sajat méréseink soran Osszehasonlitva az
intracerebralis tiidé adenokarcindma metasztazisokat a normal agyszovettel, a vizsgalt 30
molekula koziil 18 esetében jelentds kiilonbségeket észleltiink. Néhany molekula az eredeti
szovetre jellemz6 (pl. a brevikan, neurokéan, a neuroglikdn-C az agyszovetmintakban), mig
masok valoszinlileg a peritumoralis invdzidban jatszanak fontos szerepet (fibronektin,
szindekan-1, 4, CD-168 ¢s MMP-9). Az agrin, laminin -1, B-2, y-1 és a perlekan intracerebalis
tiidé adenokarcindma metasztazisban megnovekedett expressziojanak magyarazatahoz még

tovabbi kutatasokra van sziikség.

Eredményeink szerint 11 molekula mRNS expresszioja szignifikansan kiilonbozott a
GBM ¢és az adenokarcindma metasztazis kozott. Mivel a brevikan, matrilin-2, neurokan,
neuroglikan-C ¢és a tenaszcin-R magasabb mRNS expressziot mutatott mind a normal
agyszovetben, mind pedig a GBM-ban a metasztatikus tumorokhoz viszonyitva, ezeket a
molekuldkat a gliaszovetre specifikus molekuldknak tekinthetjiikk. Masrészt a tenaszcin-C,
CD44, HAS-1 és a MMP-2 mRNS expresszidja a metasztazishoz hasonlitva csak a GBM-ban
volt emelkedett. Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy az elébbi, GBM-ben ¢és
normal agyszovetben egyarant magasabb szintet mutatd molekuldk a primer agydaganat és a
peritumoralis agyallomany nagyfoku hasonlosagat eredményezik, igy a GBM tumorsejtjei
“otthonosan érezve” magukat a kornyezd agyallomanyban, azt mélyen infiltralni képesek. A

tobbi szovetmintdhoz képest a GBM-ben észlelt magasabb expresszidt mutaté molekuldk pedig

crer
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Az mRNS expresszio és az immunhisztokémiai eredmények osszehasonlitasa

A vizsgalt szovetminta-csoportok immunfestddési intenzitasaban meglévo kiilonbségek
jol korrelaltak a verzikan, agrin, szindekdn és a MMP-2 MRNS-expressziojaban észlelt
eltérésekkel. Az immunhisztokémiai analizis sordn az agrin, a szindekdn és a MMP-9
predominansnak bizonyult a horgé eredetii adenokarcindmaban, mig a MMP-2, a neurokan és
a HA a leger6sebb immunfestédést a GBM-ban mutatta.

Az MMP-9 a legerdsebb immunfestddési intenzitast a tiid0 adenokarcindma
metasztazisaiban mutatta, de a leger6sebb mRNS expressziot a GBM csoportban mértiik. Bar a
legmagasabb neurokan mRNS-expressziot normal agyszovetben taldltuk, de az immunhiszto-
kémiai reakci6 a tumorokban mutatott kissé emekedett festodési intenzitast. Ezek az eltérések
valdszinlileg poszt-transzkripcios eseményekhez kotheték és pontos tisztdzasukhoz tovabbi
vizsgalatok sziikségesek.

A HA leginkabb GBM-ban volt jelen. Mivel receptoranak, a CD44-nek ugyancsak
magasabb mMRNS expresszidjat mértiik, altalanos szerepe az invazido folyamataban
megerdsithetd.

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy a 30 invazidval 6sszefiiggd molekula mRNS
expresszidjanak GBM-ben, normal agyszovetben ¢és intracerebralis adenokarcinéma
metasztazisban torténd Osszehasonlitasaval sikeriilt néhany olyan molekuldt azonositani,
melyek valoszinlileg részt vesznek a GBM kiemelkedéen magas invazids aktivitdsaban.
Vizsgalataink szerint a tenaszcin-C, CD44, ¢s MMP-2 latszanak a leginkabb érintettnek a GBM
felvetett pozitiv szerepét a kiilonb6zo infiltracidos aktivitds tekintetében nem tudtuk
megerdsiteni. Az eddig k6zolt adatokhoz tovabbi 1) eredményként hozzajarulva a brevikan,
neurokan, neuroglikan-C és a matrilin-2 glioblasztdémdk invazivitdsdban betdltott lehetséges

szerepét tudtuk igazolni.

5.6.2. Az invazios panel vizsgdlata tiidorak agyi metasztazisaban, alacsony grdadusu

asztrocitomaban és schwannomdaban

Az invazios panel génexpresszidjat infiltrativ ,Szemibenignus” Il-es gradusa
asztrocitdma, non-infiltrativ és benignus schwannoma ¢€s a non-infiltrativ, de malignus NSCLC
agyl metasztazisabol szarmazo szovetmintdkon vizsgaltuk. A 26 tagl invazids panel MRNS
expresszidjanak meghatarozasaval az egyes csoportokra jellemzd expresszidos mintazatot

sikeriilt alkotni. Cluster analizis Utjan vizsgéaltuk ezeknél a molekuldknal az expresszios
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mintdzatban bekovetkezett valtozasok jellemzdé voltat (18. abra). E statisztikai teszt altal
vilagosan kimutathatd, hogy minden egyes szovetcsoportnak megvan a maga jellegzetes
invazi6s molekula mintazata (invdzios spektrum), ami arra utal, hogy az invazidés panel
molekulainak az mRNS expressziés mintazata az illetd tumorszovetre erésen jellemzo. A
brevikan, neurokan, neuroglikan, tenaszcin, verzikan és a MMP-2 a normal agyszovetre és a I1-
es gradusu asztrocitdmara voltak jellemzoek, mig a schwannoma és az adenokarcinoma ECM-
a dontéen kollagéneket, fibronektint, szindekanokat, laminineket és kadherineket tartalmazott.
Ezek a jellegzetes invazios spektrumok jelentés mennyiségli kotoszovetes allomanyra utalnak
a schwannomaban €s a metasztazisban, mig a gliomas szovetekben a sajat jellemz6 GAG-ok ¢és
PG-k jelennek meg. A nagyfoku hasonlosag a I1-es gradust asztrocitoma és a normal agy kozott
magyarazatul szolgal a gliomasejtek kornyezé agyszovetbe torténd kiterjedt migraciojara.

Ugyanakkor a jelentds kiilonbség az adenokarcindma ¢€s a normal agy invazios spektruma

kozott segit megérteni a csdokkent peritumoralis infiltraciot a metasztazis esetében.

NORM

18. abra. Hierarchikus klaszterezés komplett kapcsoltsagi elemzéssel Pearson korrelaciot alkalmazva az mRNS
expresszids mintazat specificitdsanak tesztelésére 26 invazioval osszefiiggd extracellularis matrix molekula esetén
normal agyszovetbdl (NORM), II-es gradusu asztrocitomabol (A 1I), intracerebralis adenokarcinéma
metasztazisbol (MET) ¢és schwannomabol (SCH) szarmazé mintdkndl. A kék-sarga-piros szinkodok a
génexpresszid fokozodasat jelzik.
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A kiilonboz6 csoportok kozott az egyes molekulak expresszidjaban észlelt szignifikans
eltéréseket elemezve négy molekula (brevikan, neurokan, tenaszcin-C, verzikan) szintje
jellemzéen magasabbnak bizonyult a Il-es gradust asztrocitbmaban, mint a tobbi
szovettipusban, ami a gliomak peritumoralis invazidjaban jatszott egyedi szerepiiket tamasztja

ala. Az immunhisztokémiai eredmények ezt a megfigyelést megerdsitették.

5.7. A jelenlegi onkoterapia hatasa az invazios panel molekuldainak expresszidjara

A ma mar rutinszeriien alkalmazott konkurald kezelés sikere mellett is jelentkezd
gyakori terapia-rezisztencia alapjan felmeriilt az igény a glioblasztomak minél szélesebb kori
génexpresszios és fehérje valtozdsainak feltérképezésére. Tobbek kozott a sejtmotilitdst, a
membrandsszetételt, valamint az ECM felépitését, és olyan jellegli valtozasait vizsgaljak,
hatékonysagat. Ezen valtozasok mélyebb ismerete megismertetheti a jelenlegi protokoll
korlatait és utat nyithat j célponti terapidk megtervezéséhez. Jelenleg kevés ismerettel
rendelkeziink a konkuralo kezelés okozta részletes molekularis mechanizmust illetden, a
kezelés infiltraciora gyakorolt hatdsa sem tisztazott, és az eddigi vizsgalatok sejttenyészeteken,
nem pedig emberi agyszoveten torténtek. Felmertilt tehat az igény a glioblasztémak konkurald
kezelése eredményességének molekularis szintli vizsgalatara, hogy valaszt kapjunk arra a
kérdésre, hogy a jelenlegi onkoterapia gén és fehérje szinten Iétrehoz-e valtozasokat a GBM
peritumordalis infiltracioban szerepet jatsz6 ECM-komponens mRNS és protein szintii
expresszidjat hataroztuk meg kezelés eldtti €s konkurald kemoirradiacio utan kigjult human

GBM mintakban.

Meéréseink szerint a kombinalt sugér- és kemoterapiat kovetden mindéssze a MMP-9
mRNS expresszioja és a brevikan fehérje szintje mutatott szignifikans csokkenést. A tobbi

vizsgalt molekula esetében nem volt szignifikans valtozas.

Mint matrix-degradalé enzim, az MMP-9 szintje glioblasztomakban emelkedést mutat
a normal agyszovethez képest. Trog D. és mtsai TMZ és besugdrzas hatasat vizsgaltdk GBM
sejtvonalon és a kezelést tuléld sejtekben szignifikdns metalloproteindz emelkedést

tapasztaltak, ami korrelalt az agressziv, infiltrativ tulajdonsaggal [161]. A mi eredményiinkben
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a MMP-9 RNS szinten még csokkenést mutatott, fehérje szinten azonban ennek ellenkezdje
volt tapasztalhato.

A brevikan fehérjeszintli csokkenése Osszevag Nakada M. és mtsai valamint Held-
Feindt J. és mtsai eredményeivel, akik a glioblasztomaban szintén Osszefliggést talaltak a

brevikan szint csokkenése és a sejtinvazio kozott [162, 163].

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a konkurdlé kemoirradidci® nem hat
lényegesen a GBM invazios képességére. A jelenlegi onkoterapia mindkét fo elemének
(irradiacio és TMZ) els6dleges tamadaspontja a DNS-replikacié gatlasa, és igy anti-proliferativ
hatassal birnak. Vizsgalataink azt mutatjak, hogy emellett, a sejtosztodast gatld hatas mellett az
alkalmazott kezelésnek invazio-gatlo hatdsa nem igazolhato, igy a hatalyos konkurald kemo-
irradidcionak a recidiv GBM peritumoralis infiltraciojat jelentdsen mérsékeld hatdsa nem
varhatd. Az invazidban szerepet jatsz6 ECM komponensek koziil jelen tanulmanyban kiszlirt
és szignifikdns eltérést mutatd két molekula a célzott anti-invazios kezelések kifejlesztéséhez

lehetséges targetként szolgalhat.

5.8. A peritumoralis agyallomany szerepe a tumorinvaziéban

Ebben a tanulményban az invazioval 0Osszefiiggé ECM komponenseket ¢és
transzmembran receptorokat vizsgaltunk primer (GBM) ¢és szekunder (adenokarcindéma
metasztazis) agydaganatok peritumoralis teriiletében és nem tumoros agyszovetben. Mindegyik
elemzésre keriil6 molekulat a relevans irodalom attekintése és a hasonlod teriileten végzett
korabbi kutatasaink eredménye alapjan valasztottunk ki [62, 64, 88, 164].

Vizsgélataink soran az mRNS expresszios mintazat létrehozasa és a fehérje szintek
kvantifikalasdnak eredményeképpen tobb ECM alkotéelem és receptor is Osszefliggésbe
hozhat6é a peritumoralis invazid6 mértékével. Egyes molekuldk mRNS és fehérje szinten is
azonos iranyu valtozast mutattak, emellett néhany szignifikansan eltért a kiilonbozd vizsgalt
szOvettani csoportokban. Eredményeinket a korabbi irodalmi adatokkal Gsszevetve a jelents
kiilonbséget mutatdo molekuldkkal kapcsolatban az alabbi megfigyelések tehetok.

A tenaszcinok oOtféle tagbol (tenaszcin-C, - R, -X, -Y, -W) 4ll6 nagyméreti ECM
glikoprotein csaladot alkotnak. Koziiliik a kiilonbdz6 un. alternative splicing soran létrejott
tobbféle izoformaval rendelkez6 tenaszcin-C kulcsszereppel rendelkezik az embridogenezisben,

sebgyogyulasban, valamint a tumorprogresszioban. Malignus gliomakban a tenaszcin-C
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autokrin médon noveli a glidma sejtek invazivitasat, létrehozva egy reaktiv valtozast a tumor
koriili agyszovetben. Hirata és munkatarsai azt talaltak, hogy a tenaszcin-C expresszid aranyos
az MRI képeken 1év6 peritumorallis reaktiv elvaltozasok nagysagaval és a GBM betegek
prognoézisaval [165]. Herold — Mende és munkatarsai egyenes aranyossagot talaltak a tenaszcin-
C szint emelkedése és a daganat malignitasa kozott [166]. A tenaszcin csalad egy masik
tagjarol, a tenaszcin-R-rél bizonyosodott be, hogy fontos szereppel bir a KIR kialakulasaban,
¢és migracidjaban. Mind mRNS mind fehérje szinten a tenaszcin-R szint névekedése figyelhetd
meg pilocitas (WHO Gr. 1.) asztrocitdbmakban glioblasztomakkal szemben. Ezzel megegyezden
atenaszcin-R expresszi6 csokkenését irtak le az asztrociter tumorok gradusanak emelkedésekor
[167]. Eredményeink az irodalmi adatokkal Gsszhangban vannak: szignifikans mRNS szint
emelkedést talaltunk tenaszcin-C és csokkenést tenaszcin-R esetében a peri-GBM matrixban.
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a tenaszcin-R akadalyozza a peritumoralis invaziot, mig a
tenaszcin-C segitheti azt.

A fibronektin egy olyan ECM gliokoprotein dimer ami integrin sejtreceptorokhoz és
mas matrix komponenshez (fibrin, kollagén, stb.) kotddik. A sejtadhéziot, migraciot és
differencialodast segitve kulcsszerepet jatszik az embridgenezisben, sebgyogyulasban,
daganatndvekedésben ¢s attétek kialakuldsaban. A gliomakban a fibronektin expresszidja
emelkedik, eldsegitve ezzel a sejt migraciodt €s az invazidt egyenes aranyban a tumor gradussal
[168]. Masfelé]l Sabari és munkatarsai vizsgalatai alapjan a fibronektinben gazdag matrix
jelentdsen gatolhatja a GBM sejtek szétszorddasat [169]. Mi szignifikansan alacsonyabb
fibronektin fehérje szintet detektaltunk peri-GBM-ben mint peri-Met-ben, mely alapjan
valosziniisithetd, hogy a fibronektin gatolja a tumorsejtek szomszédos agyszdvetbe torténd

migralasat.

Bizonyos enzimek szintén nagy hatassal birnak a peritumordalis invaziéora. A MMP
csalad ugy jarul hozza a daganat progresszidhoz, hogy kiilonb6z6 ECM komponenseket és
sejtfelszini receptorokat tud lebontani és atalakitani, ezaltal Gjrarendezi a matrixot, igy segitve
eld a sejtek kozotti kommunikaciot. Ami az MMP csalad zselatindz csoportjat illeti Veeravalli
szerint az MMP-9-nek nagy hatasa van a glioma sejtek migraciojara és invaziojara [170].
Kisérletiinkben az MMP-9 nagymértékii emelkedését tapasztaltuk peri-GBM-ben mind RNS
mind fehérje szinten, ami feltehetéen a peritumoralis szovetbe torténd tumor invaziot segiti.

A CD168 (tgy is ismert mint HMMR vagy RHAMM) egy HA receptor, ami hatassal

van a sejtek kozotti kommunikaciora, a migraciora, ezzel segitve az angiogenezist és a
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metasztazisok kialakulasat [171]. A CD168 kapcsolatba 1épve az aktinnal a kalmodulinnal,
mikrotubulusokkal és mas mit6zishoz kapcsolddo struktiraval expresszid emelkedést mutatott
agressziv daganatokban [172]. Mi szignifikdnsan magasabb CD168 mRNS ¢és fehérje szintet

talaltunk a peri-GBM mintdkban mind a Peri-Met-hez mind a Norm szévethez viszonyitva, ami

crer

Az intracerebralis daganatokat Ovezd agyallomany vizsgalata alapjan 0Ossze-
foglalasként elmondhatd, hogy az invazioval sszefliggdé ECM molekuldk (invazids panel)
mRNS ¢és fehérje szintli vizsgdlata mindkét esetben definitiv kiillonbségeket talalt a
peritumoralis szovetekben, azokat akdr egymashoz, akér tumormentes agyszdvethez
hasonlitottuk. Ami a peri-GBM mintékat illeti, a vizsgalt molekuldk nagy része nem mutatott
szignifikans eltérést, kivéve a tenaszcin-C és a CD168 emelkedését. Ez alapjan feltételezheto,
hogy a glioblasztomat koriilvevé agyszovet ECM-je nem reagal hatarozottan a daganat
terjeszkedésére. Valosziniileg ezzel magyardzhatd, hogy az ECM nem tudja megfelelden
megakadalyozni a tumorsejtek peritumoralis szdvetbe torténd invaziojat. Az eredmények
emellett kiemelik e két molekula glioma sejt invazioban betoltott szerepét. Masfelél azok a
kiterjedt molekularis valtozasok, amelyek az attéti daganattal szomszédos agyallomanyban
jonnek Iétre, valoszintileg csokkentik a tumorinfiltraciot azaltal, hogy kialakul egy olyan

peritumoralis ,,halo” a metasztazis koriil, ami gatolja a tumorsejtek terjedését.

5.9. Az invazids spektrum prognosztikai szerepének vizsgalata glioblasztémaban

Mivel a gyogyulashoz sziikséges teljes miitéti eltavolitast a peritumoralis invazio teszi
kivitelezhetetlenné, és igy a mindig bekdvetkezd lokalis recidivaért is ez tehetd feleldssé, ezért
az invazids molekuldk kutatdsa az elmult idészakban egyre nagyobb hangstlyt kapott. Jelen
tanulmany azt vizsgalta, hogy az invazidban szerepet jatsz6 ECM alkotok expresszidja milyen
Osszefliggést mutat a glioblasztomas betegek tulélésével? Az expresszid meghatarozasdhoz 20
ECM alkotobol allitottuk dssze az invazids spektrumot, és erre vonatkozdan végeztliink mRNS
és protein szintli meghatarozast.

A vizsgalatba azonos kezelési protokoll szerint kezelt glioblasztomas betegeket
véalogattunk be és a mintdkat a tapasztalt tulélés alapjan két csoportra bontva vizsgaltuk az

invazidban szerepet jatsz6 ECM komponensek expressziojat.
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A statisztikai elemzések soran 6nmagaban egyetlen molekula esetében sem talaltunk
szignifikdns kiilonbséget. Azonban az invazids molekuldk csoportjanak expresszios értékei
egyiitt a csoportra jellemzo invazids spektrumot képeznek, melynek statisztikai elemzésével
nagy pontossagu talalati eséllyel meghatarozhato, hogy az adott minta az alacsony vagy magas
tulélésti csoportba tartozik-e? Az invazids spektrum elemzése tovabba olyan ECM alkotokra
hivta fel a figyelmet, amelyek szerepe kiemelkedden fontosnak tlinik a betegek tulélése
alakuladsanak szempontjabol, igy ezek potencialis terapias célpontok lehetnek. A statisztikai
osztalyozoprogramok (LWL és J48 pruned tree) alapjan a brevikan, kadherin-12, integrin 1,

integrin a3, laminin a4 ill. B1 kulcsmolekulaként azonosithato.

Mind az RNS, mind a protein expresszids eredmények egyiittes elemzése alkalmas volt
arra, hogy a mintak invazios spektrumanak vizsgalata alapjan a betegség kimenetelére, a beteg
talélésére magas taldlati valoszinliséggel kovetkeztethessiink. Nagy jelentdségli klinikai
szempontbdl, hogy a modszer pozitiv prediktiv értéke magas, kiilonosen a rosszabb tlélésii
csoportra vonatkoztatva. A klinikai vizsgdlomddszerek megbizhatdsagat jellemzé ROC analizis
is a modszer hasznalhatosagat tdmasztja ald. Az invazios spektrum RNS expresszios vizsgalati
eredményeiben 0,775; a protein expresszi6 esetében pedig 0,875 volt a gorbe alatti teriilet, mely
értékek — kiilondsen a proteomikai mérések esetén — megbizhatdé modszerrél tesznek
tantibizonysagot ¢és az invazios spektrum prognosztikai faktorként vald szerepeltetése mellett

szOlnak.
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6. OSSZEFOGLALAS

6.1. Altalanos osszefoglalas

A GBM kezelését sokaig a miitéti reszekcid és az azt kovetd sugarkezelés jelentette. A
standard WBRT protokollt késébb felvaltotta a konformalis fokalis agyi besugarzas. Ezt
kovetOen a terapias stratégia a kiilonb6z6é kemoterapias szerek megjelenésével boviilt, de 2005
oOta vilagszerte a TMZ-ra épiild konkuralé kemo-irradiacios kezelés a rutin terapias protokoll.
Ennek kdszonhetden a tulélési eredmények egyértelmiien javultak ugyan, de még messze nem
tekinthet6k kielégitének. Ugy tiinik, hogy a DNS replikacio gatlisan alapuld antiproliferativ
konkuralé kemo-irradiacio GBM esetében megkdzelitette korlatait, ezért egyre nagyobb
szerepet kapnak a biologiai valaszmodositd anyagok alkalmazhatosagara iranyuld kutatasok.
Egyéb szervi daganataink esetében mara mar a rutinszeri protokoll részét képezi, hogy
hormonokat, szintetikus hormonszerii anyagokat vagy éppen hormonok, hormonreceptorok
elleni ellenanyagokat és enzim inhibitorokat alkalmaznak. Hasonloképpen eredményesnek tiind
probalkozas az angiogenezis-gatld gyogyszerek bevetése, vagy az un. epigenetikus
modulatorok alkalmazasa. A GBM esetében a jelenlegi szerény eredményeket felmutato
onkoterapia ismeretében felértékelédik minden olyan 0j eredmény, eljaras és gydgyszer, amely
a gliomak fejlodését, progresszidjat vagy invazidjat gatolni képes.

Jelen tanulmanyban klinikai betegvizsgalatok soran megallapitottuk a glioblasztomas
betegpopulacio aktudlis kilatasait és az idegsebészeti, sugar- és kemoterapiatol tulélésben
varhatd eredményeket. Ezt kovetden megbecsiiltiik az 1p19q kodelécio, az EGFR és integrin
receptorok statusanak prognosztikai jelentdségét, majd a jelenlegi terapia tokéletesitése
érdekében meghataroztuk a TMZ koncentracidjat szérumban és glioblasztoméban.

Vizsgalataink sordn egyértelmiivé valt, hogy a GBM kezelésében is 0 utakat kell
keresni. Miutan a széleskorii irodalmi adatok szerint az asztrocitomak kezelésének kudarcaért
leginkabb invaziv jellegiik tehetd feleldssé, kutatasainkat ez irdnyban folytatva tobb kiilonbozd
eredetli és gradust intracerebralis daganat peritumoralis infiltrdcidjaban szerepet jatszo
molekulat azonositottunk. Meghataroztuk a molekularis invdzids panel és a tumorspecifikus
invazios spektrum fogalmat, lelepleztiik a jelenlegi onkoterapia invaziés mechamizmusokkal
szembeni ineffektivitasat és adatokat szolgaltattunk a normal agyszdvet tumoros infiltracidval

szembeni védelmi reakcioirdl.
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Osszefoglalasként — elmondhatjuk, hogy a glioblasztomas betegek tulélési
paramétereinek javuldsa valdszinlileg a kiillonbozé tamadasponti kemoterapeutikumok
kombinalt alkalmazasatol varhato.

Az invazios spektrum nagy specifitasi és szenzitivitasu statisztikai valoszintiséggel biro
prognosztikai faktorként megvaldsithatd klinikai jelentdsége kiemelenedd - hiszen a miitét
utani adjuvans onkoterapia meghatarozasaban elsddleges szereppel birhat. Ez leginkabb abban
realizdlodhat, hogy a jelenlegi sablonszerli kezelés mellett objektivan megjosolhatod ,,non-
responder” csoportnak vagy a protokolltol eltérd vagy amelletti kiegészitd kemoterapeutikum
lenne indikalhato, ami a személyre szabott neuro-onkoldgia megvalosuldsa felé mar egy
definitiv elérelépést jelentene.

Emellett tanulmanyunk alapjan a jelenlegi citocid, antiproliferativ hatéanyagok mellé
anti-invaziv készitmények alkalmazasa javasolhatd, melyhez az invazios spektrum — jelentds
anyagi megterhelést nem jelent6 — meghatdrozdsa az igen heterogén magas gradusu
asztrocitomak esetében pontos molekuldris célpontok azonositdsaval jarulhat hozza.
Amennyiben ezek alkalmazasaval sikeriil a glioblasztomas betegek esetében a peritumoralis
invaziot redukalni, akkor nem csak a teljes mitéti eltavolitds esélye javulhat, hanem a
stereotaxias sugarsebészeti kezelés indikacidja is megfontolhatd lenne. Mindezen széleskorii
kezelési eszk6zOk tumorspecifikus Osszevalogatdsanak individudlis alkalmazasa pedig
megteremtheti a heterogén tumorokra jelenleg egyediil valaszthatd sablonszerti kezelés helyett

a molekularis patologiai leleteken nyugvo személyre szabott neuro-onkoterapia alapjait.

6.2. A disszertacioban megerdésitett vagy modositott korabbi tudomanyos eredmények

1. Glioblasztomas betegek klinikai paramétereinek elemzése soran megallapitottuk,
hogy a jo preoperativ Karnofsky pontszamti betegek esetében a beteg neme, kora, a daganat
oldalisaga, mérete és lokalizacioja Onallo prognosztikai faktorként nem szerepeltethetd. A
betegek tulélési esélyeinek noveléséért az idegsebészeti eszkoztar egyediil a miitéti radikalitas
kiterjesztésével tud hozzajarulni, de amennyiben e szempontbdl elérte korlatait, a kezelés
effektivitdsa és a glioblasztomas betegek tulélése elsdsorban az onkologiai terapiatdl és a
daganat kemoszenzitivitasatol figg. Mivel a teljes dozist radio- €s kemoterapia csak KPS 70
felett adhato, ezért a kordbbi felfogassal szemben a miitéti reszekcidonal a j6 neuroldgiai statusz
megodrzése eldbbre vald szempont, mint a tumor eltavolitasanak kiterjesztésére valod torekvés.

Fentiek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az azonos esélyekkel induld betegek
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tulélését nem a Klinikai paraméterek befolyasoljak, hanem inkdbb a daganat sugar- ¢és

kemoszenzitivitasa hatarozza meg.

2. A kilonbozé sugarterapias metddusok effektivitdsanak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a palliativ radioterapia a progressziomentes tulélést nem befolyasolja,

igy ebben a betegpopulacidoban indikacidja erdsen kérdésesnek tekinthetd.

3. Sajat beteganyagon igazolni tudtuk, hogy oligo-asztrocitomak és oligodendro-
gliomaék esetében a ll1-as gradust daganatokban a kor elérehaladtaval csokken a kemoterapiara
érzékeny, jobb prognozisu betegek ardnya, ami az idosebb korban jelentkezd tumorok
agresszivebb jellege mellett szol. Ugyanebben a csoportban az 1p/199-kodelécié esetében a
teljes reszekcio a recidivamentes tulélést egyértelmiien meghosszabbitotta, igy egy esetleges
eldzetes biopsziabol kimutatott 1p19q kodeléciod pozitivitas anaplasztikus oligodendroglioma

esetében a miitéti tomegredukcid forszirozasa mellett szolhat.

6.3. A disszertacioban megallapitott (j tudomanyos eredmények

1. Kidolgoztuk a temozolomid szérumbeli koncentracidja rutinszerii meghataro-
zasanak metddusat. Ennek eredményeképpen megallapitottuk, hogy glioblasztémas betegek
esetében a konkuradlé fazisban a sugarkezelést a TMZ bevétele utani 1-2 ora kozotti

intervallumban optimalis elvégezni és erre vonatkozo protokollmddositd javaslatot tettiink.

2. Meghataroztuk a temozolomid lokalis intratumoralis koncentracidojat human

glioblasztomaban ¢€s az irodalomban elséként publikaltuk.

3. Igazolni tudtuk, hogy a fokozott integrin-f1 expresszi6é és az ErbBI1-integrin-p1
heteroasszociaciok emelkedett ardnya az asztrocitdmdak esetében kedvezdtlen prognosztikai

faktorként hasznalhato.
4. Megallapitottuk tovabba, hogy a rekurrens glioblasztdmakra nem jellemz6 az EGFR

kindz domén mutacidja, ami a glioblasztomak kezelésére elvben alkalmazhat6 tirozin-kinaz-

inhibitorok varhatoéan mérsékelt effektivitasat vetiti elore.
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5. Létrehoztunk egy intracerebralis daganatok peritumoralis infiltraci6janak
vizsgalatara alkalmazhatd, relevans ECM komponensekbdl allo invazidos panelt. Ennek
segitségével az egyes szdvettani diagndzisokra jellegzetes invaziods spektrumot azonositani
tudtuk. Az invazids spektrum az egyes daganattipusra igen nagyfoku specifitast mutat, igazolva
ezzel egyrészt az invazioért feleléss ECM komponensek expresszidojanak tumorspecifikus

jellegét, masrészt az asztrocitomak gradusmeghatarozasahoz is jelentds segitséget nyujthat.

6. Az invazids spektrum vizsgalata soran tobb olyan molekuldt tudtunk azonositani
(brevikan, integrin-p1, integrin-a3, kadherin-12, laminin-o4, -B1, neurokan, tenaszcin-C ¢és
verzikan), melyek asztrocitomak esetében az anti-invaziv onkoterapiahoz a jovoben targetként

szolgalhatnak.

7. Kimutattuk, hogy a konkurald kemoirradiaci6 nem hat kelld6 mértékben a
glioblasztoma sejtek invazios képességére. Az invazids panel elemei koziil csak két molekula
expresszidja valtozott meg szignifikansan (brevikan és MMP-9), melyek azonban uj, célzott

anti-invazios kezelések kifejlesztéséhez szintén targetként szerepeltethetok.

8. A peri-tumoralis agyallomany invazios paneljének vizsgalata alapjan
megallapitottuk, hogy a glioblasztoémat koriilvevo agyszovet ECM 0Osszetételét tekintve nem
reagal hatarozottan a daganat terjeszkedésére. Valdsziniileg ezzel magyarazhato, hogy az ECM
nem tudja megfelelden megakadalyozni a gliomasejtek peritumoralis szévetbe torténd
invaziojat. Masfelol azok a kiterjedt molekuléaris valtozasok, amelyek az attéti daganattal
szomszédos agyalloméanyban detektalhatok, valosziniileg csokkentik a tumorinfiltraciot azaltal,
hogy olyan peritumoralis ECM struktiira alakul ki a metasztazisok koriil, ami gatolni képes a

tumorsejtek terjedését.

9. A glioblasztémas betegek esetében 1j prognosztikai faktort és potencialis prediktiv
faktort dolgoztunk Ki: az invazios spektrum a varhato taléléssel egyértelmii Osszefliggést
mutatott, igy miitét utani meghatarozéasa egyrész prognosztikai célbol, masrészt az adjuvans

onkoterapia megvalasztasahoz prediktiv célbol javasolhato.
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